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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die humanen Xylosyltransferasen-l und -lII (XT-l und XT-IlI) katalysieren den initialen und
geschwindigkeitsbestimmenden  Schritt der  Proteoglykan  (PG)-Biosynthese. PG  sind
Hauptkomponenten der extrazellularen Matrix (ECM), weshalb erhéhte XT-Expressionen mit einer
verstarkten Myofibroblasten-Differenzierung und Manifestation fibrotischer Erkrankungen assoziiert
sind. In allen héheren Organismen existieren zwei XT-lIsoformen, die gewebespezifisch exprimiert
werden. Im Rahmen dieser Dissertation sollten die Folgen verédnderter XT-Expressionen untersucht
und dadurch die funktionelle Relevanz beider Isoformen besser charakterisiert werden.

Obwohl Fibrosen zu den am haufigsten auftretenden Erkrankungen weltweit zahlen, gibt es bis heute
keine adaquate Therapieform. Eine Inhibition der XT kodnnte diesbeziiglich ein vielversprechender
Ansatz sein, da erhéhte Aktivitaten des Enzyms in fibrotischem Gewebe nachgewiesen wurden. Da
bisher kein spezifischer XT-Inhibitor identifiziert wurde, sollte im ersten Teil dieser Arbeit eruiert
werden, ob das Nukleotid Uridin-Diphosphat (UDP) und die Glykosaminoglykane (GAG) Heparin und
Dermatansulfat die XT-Aktivitat kultivierter normaler humaner dermaler Fibroblasten (NHDF)
inhibieren. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass UDP die XT-Aktivitat extrazellular reprimiert,
wahrend intrazellular induktive Effekte detektiert wurden. Durch weitere Analysen wurde ein
hypothetischer UDP-Wirkmechanismus beschrieben, bei dem die intrazellulare, kompensatorische XT-
Induktion auf verminderte UDP-Xylose Konzentrationen zuriickzufiihren ist. Die beiden GAG hatten
eine inhibierende Wirkung auf die intra- und extrazellularen XT-Aktivitaten. Diese Ergebnisse geben
einen ersten Hinweis darauf, dass GAG sich fir die Entwicklung einer anti-fibrotischen Therapie durch
die Inhibition der XT-Aktivitat eignen kdnnten, wobei weitere Analysen folgen missen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde erstmals Uberprift, welchen Einfluss verminderte Expressionen
beider XT-Isoformen auf immortalisierte HEK293-Zellen haben, die eine natirliche XT-I Defizienz
aufweisen. In Folge eines erfolgreichen siRNA-vermittelten XYLT2 knockdowns wiesen die Zellen ein
verandertes Genexpressionsprofil, abnorme Morphologien und erhohte zelluldre Seneszenzen auf.
Die Anwendung des CRISPR/Cas9-Systems zur Generierung eines stabilen XYLT2 knockouts
bestatigte die Vermutung, dass verminderte Expressionen beider XT-lsoformen in HEK293-Zellen
nicht kompensiert werden kénnen und zu einer verminderten Zellviabilitat fihren.

Fur einen sensitiven, Isoform-spezifischen Nachweis der XT-1 Aktivitat wurde im weiteren Verlauf der
Arbeit eine Hochleistungsflussigkeitschromatographie (ultra performance liquid chromatography,
UPLC) Tandem Massenspektrometrie-(MS/MS) Methode entwickelt. Nach Identifizierung eines
spezifisch von der XT-1 xylosylierten Akzeptorpeptids konnte der Test erfolgreich validiert werden. Im
Vergleich zum bisher verwendeten radiochemischen XT-Aktivitétstest zeichnet sich der UPLC MS/MS
Aktivitatstest durch eine hohe Spezifitdt, Sensitivitdt und eine einfache und kosteneffiziente
Durchfiihrbarkeit aus.

Im vierten Teil dieser Arbeit wurden NHDF eines Skelettdysplasie-Patienten charakterisiert, bei dem
kausative compound heterozygote XYLT1 Mutationen identifiziert wurden. Diese war u.a. durch eine
3,3 Mb Deletion auf Chromosom 16 charakterisiert, wodurch weitere Gene heterozygot deletiert
wurden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die XT-1 Defizienz in den
Patienten-Fibroblasten mit einer stark verédnderten ECM-Homéostase und Myofibroblasten-
Differenzierung assoziiert ist.

Durch die geringe Verfligbarkeit XT-I defizienter Fibroblasten sollten im letzten Teil dieser Arbeit
neonatale NHDF mit einem CRISPR/Cas9-vermittelten stabilen XYLT1 knockout generiert werden, um
die zuvor ermittelten Auswirkungen einer XT-1 Defizienz im weiteren Verlauf verifizieren zu kdnnen. Es
konnten erfolgreich Zellklone generiert werden, die im Exon 9 des XYLT1l Gens compound
heterozygote frameshift-Mutationen aufwiesen, die zur Bildung eines um 255 AS verkirzten XT-I
Proteins fiihrten. Neben verminderten XYLT1 mRNA-Expressionsleveln wurden, unter Verwendung
des in dieser Arbeit etablierten XT-I UPLC MS/MS Aktivitatstests, signifikant verminderte XT-I
Enzymaktivitadten detektiert. Die generierten Zellen stellen ein optimales Modell zur weiteren
Charakterisierung der XT-I, u.a. wahrend fibrotischer Erkrankungen, dar.

Zusammenfassend konnten im Rahmen dieser Dissertation wichtige Erkenntnisse bzgl. der Relevanz
beider XT-Isoformen fur die ECM-Homdostase und Zellviabilitdt erzielt werden. Durch die
Charakterisierung der erstmals in dieser Arbeit generierten XT-lI defizienten NHDF und die
Anwendung des  entwickelten XT-l UPLC MS/MS  Aktivitdtstests kann  dieses
Wissen zukiinftig vertieft werden.



Abstract

Abstract

Human xylosyltransferases-I and -Il (XT-1 and XT-Il) catalyze the initial and rate-limiting step in
proteoglycan (PG)-biosynthesis. Because PG are a major component of the extracellular matrix
(ECM), elevated XT-expression is associated with the manifestation of fibrotic diseases. All higher
organisms contain two isoforms, which are expressed in a tissue-specific manner. The aim of this
thesis was to investigate the consequences of altered XT-expression and, thus, to characterize the
relevance of both isoforms.

Although fibrosis-associated diseases are a main cause of worldwide mortality, there currently exists
no appropriate therapy to heal fibrosis. Regarding this, XT-inhibition could be a promising strategy.
Because there has been no suitable enzyme-inhibitor developed so far, we first evaluated whether the
nucleotide uridine-diphosphate (UDP) and the glycosaminoglycans (GAG) heparin and dermatan
sulfate are suitable to inhibit XT-activity in cultivated normal human dermal fibroblasts (NHDF). It has
been shown for the first time, that UDP inhibits extracellular XT-activity, while inductive effects were
observed intracellularly. Further analysis revealed a hypothetical effect-mechanism of UDP, whereby
intracellular XT-induction was explained by compensation as a result of decreased UDP-xylose
concentrations. Both GAG tested showed an inhibiting effect on intra- and extracellular XT-activity.
These results provide an initial indication that GAG could be suitable for development of an anti-fibrotic
therapy, whereby further studies are required to clarify these issues.

In the second part of this dissertation, we examined for the first time whether decreased expressions
of both XT-isoforms have an impact on naturally XT-1 deficient, immortalized HEK293-cells. A
successful siRNA mediated XYLT2 knockdown led to an altered gene expression, abnormal
morphologies and elevated cellular senescence of these cells. Conduction of a stable CRISPR/Cas9
XYLT2 knockout confirmed that HEK293-cells cannot compensate for diminished expressions of both
XT-isoforms and, consequently, show reduced cell viability.

Next, an ultra-performance liquid chromatography (UPLC) tandem mass spectrometry (MS/MS)
method for a sensitive and isoform-specific measurement of XT-I activity was developed. After
identification of a specific XT-I acceptor-peptide, the method was successfully validated. In
comparison to the radiochemical XT-assay used previously, the UPLC MS/MS assay for quantification
of XT-I activity is characterized by high specificity, sensitivity, and an easy and cost-effective
implementation.

In the penultimate part of this thesis, NHDF of a patient suffering from skeletal dysplasia were
characterized. The cells harbored causative compound heterozygous XYLT1 mutations, inter alia
marked by a 3.3 Mb deletion on chromosome 16, leading to heterologous mutations of further genes.
It was shown for the first time, that a deficiency of XT-I, which is a myofibroblast-marker, is associated
with abnormal ECM-homeostasis and myofibroblast-differentiation.

Because of the low availability of XT-I deficient fibroblasts and to verify previous results, neonatal
NHDF harboring a CRISPR/Cas9-based XYLT1 knockout were generated within the last part of this
dissertation. The cell-clones obtained harbored compound heterozygous frameshift mutations within
exon 9 of XYLT1, leading to a 255 aa shortened XT-I protein. In addition to reduced XYLT1-
expression levels, cell-clones generated showed decreased XT-I activities, which was determined by
using the UPLC MS/MS assay established within this thesis. These cells are an optimal model for the
comprehensive characterization of XT-I, for instance during fibrotic diseases.

In summary, the results of this dissertation revealed important new findings concerning the relevance
of both XT-isoforms for ECM-homeostasis and cell viability. An extensive characterization of the XT-I
deficient neonatal NHDF generated and the standardized usage of the XT-1 UPLC MS/MS activity
assay developed will deepen this knowledge.
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2. Einleitung

2.1 Extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix (ECM) stellt ein dreidimensionales, komplexes Netzwerk dar,
welches im Interzellularraum aller Geweben vorzufinden ist. Sie sorgt fir mechanische und
biologische Stabilitat und verleiht den Organen Elastizitéat, sowie Druck- und Zugfestigkeit [1].
Fiur die umliegenden Zellen bildet die ECM eine physikalische Stiitzstruktur und ermdéglicht
die interzellulare Kommunikation, die beziglich der Morphogenese, Differenzierung und
Homoostase des Gewebes essentiell ist [2]. Durch die Speicherung von Wachstumsfaktoren
und die Wechselwirkung mit Zelloberflachenrezeptoren hat die ECM einen direkten Einfluss
auf die Signaltransduktion und die Regulation der Genexpression [3]. Die Zelladh&sion findet
dabei Uber spezifische ECM-Rezeptoren statt, zu denen Integrine [4, 5] und Syndekane
zahlen [6]. Die Hauptkomponenten der ECM stellen Proteoglykane, Faserproteine
(Kollagene, Elastine, Fibronektine), sowie losliche Adhasionsproteine dar [7]. Die Molekile
werden von residenten Zellen sekretiert, wobei die zellulare und molekulare
Zusammensetzung und Topologie von der Art des umliegenden Gewebes abhangt. Im
Bindegewebe sind Fibroblasten der dominierende Zelltyp, wohingegen Chondrozyten und
Osteoblasten primér im Knorpel- bzw. Knochengewebe vorzufinden sind [8-10]. Durch die
gegenseitige Interaktion der ECM-Komponenten entsteht eine fibrillare, dynamische Struktur,
die einem streng regulierten, stéandigen Auf- und Abbau unterliegt. Eine Dysregulation
innerhalb der Remodellierung ist mit einer Vielzahl von Erkrankungen, wie beispielsweise
Krebs oder Fibrosen, assoziiert [11]. Loss-of-function Mutationen ECM-assoziierter Molekiile
stehen ebenfalls im Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen [12]. Aus diesen
Grinden stellen einige Molekile der ECM interessante targets bei der Entwicklung neuer
Therapien dar [13]. Ein besseres Verstandnis Uber die ECM konnte demzufolge dazu
beitragen, neue, zielgerichtete Therapien zur Behandlung assoziierter Erkrankungen zu

entwickeln.

2.1.1 Proteoglykane

Proteoglykane (PG) sind glykosylierte, stark negativ geladene Makromolekiile, die ubiquitér
auf der Zelloberflache, in intrazellularen Kompartimenten und insbesondere innerhalb der
ECM vorkommen. Durch ihren stark hydrophilen Charakter sorgen sie innerhalb der ECM fir
die Formation eines Hydrogels und garantieren dadurch die Aufrechterhaltung der Matrix-
Druckkraft [13]. PG bestehen aus einem core-Protein und kovalent gebundenen
Glykosaminoglykan (GAG)-Ketten. Bisher sind tber 40 unterschiedliche PG core-Proteine
bekannt, deren Molekulargewicht zwischen 10 und > 500 kDa variiert. Durch die variable
Anzahl verknipfter GAG-Ketten (zwischen 1 und > 100) entsteht eine hohe Heterogenitat
bezuglich der gebildeten PG [14, 15].
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Als Bindeglied zwischen GAG und core-Protein fungiert ein aus vier Monosacchariden
bestehender linker (Tetrasaccharid-linker) GIcA-B(1,3)-Gal-B(1,3)-Gal-B(1,4)-Xyl-3-O-Ser,
dessen Synthese durch vier verschiedene Glykosyltransferasen katalysiert wird. Im ersten,
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt Ubertragt die Xylosyltransferase (XT) aktivierte
Xylose von Uridin-Diphosphat (UDP)-Xylose (Xyl) auf einen definierten Serinrest im core-
Protein, wodurch eine O-glykosidische Bindung entsteht. Als nachstes Ubertragen die beiden
Galaktosyltransferasen B-1,4-Galaktosyltransferase 1 (GalT-I) und B-1,3-
Galaktosyltransferase 2 (GalT-1l) jeweils ein Galaktose (Gal)-Molekil des natirlichen
Substrats UDP-Gal auf die an das core-Protein gebundene Xylose [16-18]. Im finalen Schritt
Ubertragt die B-1,3-Glukuronyltransferase | (GIcAT-1) Glukuronséaure (GIcUA) von UDP-
GIcUA auf die endsténdige Galaktose des dadurch komplettierten Tetrasaccharid-linker [19].
Pathogene Mutationen in den Genen der vier katalysierenden Glykosyltransferasen,
sogenannte GAG-Linkeropathien, stehen im Zusammenhang mit der Entwicklung von
Dysplasien der Haut und des Skeletts. Diese sind phanotypisch u.a. durch Kleinwuchs und

vorzeitige Alterungssymptomatiken der Haut charakterisiert [20—24].

GAG sind unverzweigte Kohlenhydratketten variabler Lange bestehend aus repetitiven
Disaccharid-Einheiten, die sich, in Abhangigkeit des eingebauten Aminozuckers, in zwei
Gruppen unterteilen lassen. Wahrend bei der Bildung der Galaktosaminoglykane N-
acetylierte  Galaktosamine  (GalNAc) miteinander verknlUpft werden, werden
Glukosaminoglykane durch die Verkniipfung N-acetylierter Glukosamine (GICNAc) gebildet.
Neben den Aminozuckern beinhalten die Disaccharid-Einheiten Uronsauren (Glukuron-
(GIcA) oder Iduronsaure (IdoA)) oder einen Galaktoserest, wobei durch Kombination aus
Aminozucker und Uronsaure (bzw. Galaktoserest) funf unterschiedliche GAG entstehen.
Dabei bilden Dermatansulfat (DS) und Chondroitinsulfat (CS) die Gruppe der
Galaktosaminoglykane und Heparin/Heparansulfat (HS), Keratansulfat (KS) und
Hyaluronsdure (HA) die Gruppe der Glukosaminoglykane (Tab. 1) [25, 26]. Wahrend die
meisten GAG im Golgi-Apparat synthetisiert werden, findet die HA-Synthese an der
Zellmembran statt. Des Weiteren ist HA das einzige unsulfatierte und nicht Protein-
gebundene GAG. Posttranslationale  Sulfatierungen kénnen an  verschiedenen
Hydroxygruppen innerhalb der GAG-Kette stattfinden und haben einen Einfluss auf die
Regulierung verschiedener extrazellularer Signale, wie beispielsweise Zell-Matrix oder Zell-
Zell Interaktionen. Die GAG-Sulfatierung ist streng reguliert und Fehlregulationen kénnen zu

schwerwiegenden Erkrankungen fiihren [27].
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Tabelle 2.1: GAG und deren jeweilige Zusammensetzung aus Aminozucker und Uronsdure. GalNAc = N-
Acetylgalaktosamin; GIcNAc = N-Acetylglukosamin; GIcA = Glukuronsaure; IdoA = Iduronsaure; Gal = Galaktose.

GAG Aminozucker Uronséaure
Dermatansulfat (DS) GalNAc GIcA, IdoA
Chondroitinsulfat (CS) GalNAc GlcA
Heparin/Heparansulfat (HS) GIcNAc GlcA, IdoA
Keratansulfat (KS) GIcNACc Gal
Hyaluronsaure (HS) GIcNAc GlcA

PG weisen ein breites Funktionsspektrum auf, wobei die Klassifizierung aufgrund des core-
Proteins, der GAG-Ketten oder der Lokalisation stattfindet. Dadurch ergeben sich drei
Hauptklassen: kleine, Leucin-reiche PG (SLRPs), modulare PG und Zelloberflachen-PG.
SLRPs sind in einigen wichtigen Signalwegen involviert. Beispielsweise binden und
aktivieren sie den insuline-like-growth factor | (IGF-I) oder Zytokine der transforming growth
factor-beta (TGF-B) Familie. Wahrend modulare PG Prozesse wie die Migration,
Proliferation, Apoptose und Zelladhasion regulieren, fungieren Zelloberflachen-PG als Ko-
Rezeptoren unterschiedlicher Signalrezeptoren [28-30]. Die Interaktion mit anderen
Molekilen findet dabei meist Uber die GAG-Ketten der PG statt.

2.1.2 Transforming growth factor beta 1 (TGF-$1)

Zytokine bilden eine heterogene Gruppe kleiner Proteine, die diverse biologische Prozesse
initieren und regulieren. Meist wirken diese Signalmolekile durch Bindung an einen
spezifischen, auf der Zelloberflache exprimierten, Rezeptor Uber einen autokrinen,
parakrinen oder endokrinen Weg [31]. Eine wichtige Untergruppe innerhalb der Zytokine ist
die TGF-B Superfamilie. In Sdugetieren wurden bisher drei verschiedene Mitglieder dieser
Familie beschrieben, wobei das 25 kDa groRe TGF-B1 zu den am besten charakterisierten
Zytokinen zahlt [32]. Anhand verschiedener Mausmodelle konnte gezeigt werden, dass eine
TGF-B1 Defizienz zu Dysregulierungen des Immunsystems [33], entzindlichen

Erkrankungen [34] und einer veranderten Wundheilung [35] fuhren kann.

TGF-B1 wird intrazellular zunachst in Form eines Homodimers gebildet, dessen Bindung an
das Peptid LAP (latency associated peptide) zur Bildung des small-latent-complex (SLC)
fuhrt. Dieser Komplex verbleibt in der Zelle und kann nicht sekretiert werden. Die Uber
Disulfidbriicken verknupfte Bindung des SLC an das Protein LTBP (latent TGF-B binding
protein) fuhrt zur Bildung des grofReren, weiterhin latenten LLC (large-latent-complex)-
Komplexes, der sekretiert und in der ECM gespeichert werden kann. Die latente Form kann
durch unterschiedliche Mechanismen aktiviert werden, wodurch eine schnelle Bereitstellung

des Zytokins sichergestellt wird [36, 37].
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TGF-B1 wird in seiner aktiven Form nicht nur von Zelloberflachen-Rezeptoren, sondern auch
von verschiedenen ECM-Komponenten gebunden. Aus Studien geht hervor, dass PG und
TGF-B einen wechselseitigen Einfluss aufeinander haben. Dabei stellte sich zum einen
heraus, dass HS einen regulatorischen Einfluss auf die TGF-B-Verfugbarkeit innerhalb der
ECM haben [38] und andererseits, dass TGF- in Zellen und Geweben regulatorische
Aufgaben in Bezug auf die PG-Biosynthese einnimmt [39-41]. Dartber hinaus konnte
gezeigt werden, dass TGF-f die Synthese des PG Dekorin stimuliert [42], wohingegen
Dekorin wiederrum TGF-B1 binden kann und, Uber einen negative-feedback Mechanismus
dessen Aktivitat reguliert [43]. Die Interaktion dieser beiden Molekile hat dartiber hinaus
einen Einfluss auf die dreidimensionale Organisation der ECM [44].

2.1.3 Xylosyltransferasen

Die Xylosyltransferasen (XT, EC 2.4.2.26) werden den Glykosyltransferasen (EC 2.4.2)
zugeordnet  und katalysieren den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der PG-
Biosynthese [45]. Dabei erkennt die XT innerhalb des PG core-Proteins das spezifische
Aminosaure (AS)-Motiv a-a-a-a-G-S-G-a-G/a-a (G = Glycin, S = Serin, a = saure AS) und
Ubertragt Xylose von UDP-Xylose, welche das natlrliche Substrat der XT darstellt, auf den
Serinrest innerhalb des Motivs [46]. Zur Komplettierung des Tetrasaccharid-linkers (siehe
2.1.1) werden im weiteren Verlauf zundchst zwei Galaktose-Molekile und final eine
Glukuronséure an die Xylose geknuipft.

In allen héheren Organismen treten zwei XT-Isoformen (XT-1 und XT-Il) auf, deren Gene in
unterschiedlichen Bereichen des Genoms kodiert sind. Wahrend sich das fur die humane
XT-I kodierende XYLT1-Gen auf Chromosom 16 (16p12.3) befindet, ist das fir die humane
XT-1l kodierende XYLT2-Gen auf Chromosom 17 (17921.33) lokalisiert. Eine Studie aus dem
Jahr 2010 gab erste Hinweise auf ein unterschiedliches Expressionsmuster der XYLT-Gene.
Wahrend XYLTL1 nur in etwa der Halfte der 33 getesteten humanen Zelllinien exprimiert
wurde, konnte eine XYLT2-Expression ubiquitdr in allen Zelllinien nachgewiesen werden
[47]. Interessanterweise konnte in den Modellorganismen Caenorhabditis elegans und
Drosophila melanogaster nur jeweils ein XT-Ortholog nachgewiesen werden [48, 49].
Mutationen im XYLT1- [20] und XYLT2-Gen [50] sind mit einer veranderten PG-Biosynthese
assoziiert, was einen Hinweis darauf gibt, dass beide Isoformen an der PG-Assemblierung

beteiligt sind.

Die XT gehoren zu den Typ-Il Transmembranproteinen und sind im Golgi-Apparat lokalisiert.
Die beiden Isoformen weisen eine AS-Sequenzhomologie von etwa 55 % und einen
dementsprechend &hnlichen strukturellen Aufbau auf [51]. Beide Isoformen weisen N-
terminal eine kurze zytoplasmatische Region auf, der eine Transmembran-Domane, eine

Golgi-stdndige Stammregion und eine katalytische Domaéane folgen [51]. Wie in Abb. 2.1
6
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schematisch dargestellt, unterscheiden sich die XT-Isoformen primér im Bereich der
Stammregion, welche im XT-II Protein verkirzt vorliegt. Vergleichend ist die Gesamtlange
des XT-Il Proteins daher kirzer (865 AS, 97 kDa) als die des XT-I Proteins (959 AS, 108
kDa).

XT-l L TMD tenm ) catalytic domain
XT-l € _TMD___ ) stem ) catalytic domain

Golgi membrane

Abbildung 2.1: Struktureller Aufbau der XT-Isoformen. Die XT-Isoformen (XT-I und XT-Il) weisen eine AS-
Sequenzhomologie von 55 % auf. Neben einer zytoplasmatischen (C) Region und einer Transmembrandoméane
(TMD) bestehen beide Proteine aus einer Golgi-standigen Stammregion (stem), die bei der XT-Il verkiirzt vorliegt.
Am C-terminalen Ende besitzen beide Enzyme eine stark homologe katalytische Doméane (catalytic domain) [52].

Obwohl die Xylosylierung des PG core-Proteins durch membranstdndige XT im Golgi-
Apparat katalysiert wird, ist die nachgewiesene XT-Aktivitait im Bereich dieses
Zellkompartimentes  vergleichsweise gering. Ein GrofR3teil der Aktivitat wird im
Extrazellularraum nachgewiesen. Es konnte gezeigt werden, dass die XT-I nach
erfolgreicher Xylosylierung des core-Proteins proteolytisch durch Cysteinproteasen von der
Oberflache des Golgi-Apparats abgespalten und in ihrer aktiven Form in den extrazellularen
Raum sekretiert wird [53]. Das aktive, zirkulierende Protein kann daher als Serum-Biomarker
verschiedener  PG-assoziierter  Erkrankungen  herangezogen  werden.  Erhohte
Serumaktivitaten konnten beispielsweise bei Patienten nachgewiesen werden, die an
Pseudoxanthoma elasticum (PXE) [54], systemischen Sklerosen [55, 56] oder Fibrosen [57]
leiden. Diese Erkrankungen sind allesamt u.a. durch eine erhohte PG-Biosynthese
charakterisiert [58—61]. Im Gegensatz dazu wurde eine verminderte XT-Aktivitat in Seren von
Diabetes mellitus Patienten nachgewiesen [62], einer Erkrankung, die u.a. mit erniedrigten

HS Konzentrationen assoziiert ist [63].

Mutationen in den Genen der beiden XT-lsoformen werden mit unterschiedlichen
Erkrankungen assoziiert. In einer Studie aus dem Jahr 2006 zeigten Schén et al., dass

homo- und heterozygote Sequenzvariationen in den XYLT-Genen genetische Co-Faktoren
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hinsichtlich der Schwere einer PXE-Erkrankung darstellen. Eine missense-Mutation im
XYLT1-Gen (p.Al115S) stand dabei im Zusammenhang mit erhdhten XT-Aktivitaten,
Substitutionen im XYLT2-Gen (c.2402C>G; p.T801R) flhrten vermehrt zu Bildungen von
Hautlasionen [64]. Dartber hinaus werden homozygote [20, 65] bzw. compound
heterozygote [66] Mutationen im XYLT1-Gen mit der Ausbildung verschiedener
Erkrankungen assoziiert, die durch eine verminderte Entwicklung des Knochen- und

Knorpelgewebes charakterisiert sind und dadurch zu Kleinwuchs fihren.

In Mausen fuhrt ein Xylt2 knockout zu der Bildung polyzystischer Nieren und Lebern [67].
Dartiber hinaus konnten Munns et al. 2015 nachweisen, dass Patienten, die an einem
Spondylo-okularen Syndrom erkrankten, Mutationen im XYLT2-Gen aufwiesen. Merkmale

dieser Erkrankung sind u.a. Schwerhdrigkeit, Lernstérungen und Knochenbrichigkeit [50].

2.1.4 ECM-assoziierte Erkrankungen

2.1.4.1 Dermale Wundheilung und Fibrosen

Die Homdostase der ECM ist physiologisch streng reguliert und unterliegt standigen Auf- und
Abbauprozessen. Bei der Entwicklung von Fibrosen gerét dieses Gleichgewicht auseinander,
wodurch es in den betroffenen Organen oder Geweben zu einer pathologisch gesteigerten
Expression und Akkumulation von ECM-Komponenten kommt. Wenn dieser fibrotische
Status persistiert, kann dies zu einem pathologischen Funktionsverlust des betreffenden
Organs fuhren [68].

Eine erhdhte ECM-Synthese findet beispielsweise im Rahmen der komplexen dermalen
Wundheilung statt, welche sich in drei Phasen aufteilen lasst: In der ersten Phase, der
sogenannten Exsudationsphase, kommt es durch Aktivierung der Blutgerinnungskaskade zur
Blutstillung. Mastzellen setzen verschiedene Molekille, wie z.B. das Hormon Histamin, frei,
wodurch lokale Entziindungsreaktionen ausgelost werden und es anschlielend zur
Exsudation, dem vermehrten Austreten von Blutplasma im Wundbereich, kommt. Dies sorgt
fur eine ,Sauberung“ der Wunde [69, 70].

In der zweiten Phase der Wundheilung, der sogenannten Granulationsphase, kommt es zu
der Bildung von Granulationsgewebe. An dessen Bildung sind verschiedene Zelltypen
beteiligt, wobei Endothelzellen fir die Gefal3neubildung, und Makrophagen fur die
Phagozytose etwaiger Krankheitserreger sorgen [71, 72]. ECM-residente Fibroblasten
differenzieren in dieser Phase zu Myofibroblasten. Dabei kommt es, bedingt durch
mechanischen Stress, zundchst zu der Bildung von Proto-Myofibroblasten. Diese Zellen
zeichnen sich durch die Expression Aktin-haltiger Stressfasern, zelluldren Fibronektins
(darunter auch die Extra-Doméne A (ED-A) Variante) und der Ausbildung kontraktiler Krafte
aus. Das zZytokin TGF-B1, welches wahrend der Wundheilung vermehrt sekretiert wird, sorgt

8
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u.a. fur eine erhohte Expression des ED-A Fibronektins. Beide Molektle, TGF-81 und ED-A
Fibronektin, stimulieren wiederrum die Differenzierung von Proto-Myofibroblasten zu
Myofibroblasten. Charakteristisch fiir die ausdifferenzierten Myofibroblasten ist die de-novo
Expression des alpha-Glattmuskelaktins (a-SMA) und eine, im Vergleich zu den Proto-
Myofibroblasten, erhdhte Kontraktilitat. Myofibroblasten sind wahrend der Granulationsphase
der Wundheilung der priméar vorherrschende Zelltyp. Sie sorgen flir die Kontraktion des
Granulationsgewebes und, durch eine erhdhte Synthese von ECM-Komponenten, eine
regenerierende Neubildung der ECM [73-75]. Auch die XT-Aktivitat ist wahrend dieser
Phase erhoht, weshalb die XT, neben dem a-SMA, als Fibrose- und Myofibroblasten-Marker
herangezogen werden kann [76]. In der letzten Phase der Wundheilung, der Epithelisierung,
kommt es zur Vernetzung und Stabilisierung der zuvor exprimierten Kollagene und zum
Abbau des Uberschiissigen Granulationsgewebes unter Narbenbildung. Final kommt es zur
Bedeckung der Wundoberflache durch Epithelzellen (Epithelisierung) und zur Apoptose oder

Re-Differenzierung der Myofibroblasten zu Fibroblasten [73, 74].

Fibrotische Erkrankungen entstehen durch eine persistente Anreicherung von
Myofibroblasten, was wiederrum zu einer exzessiven Synthese von Granulationsgewebe
fuhrt (anhaltendes ECM-remodelling). Obwohl Fibrosen zu den am haufigsten auftretenden

Erkrankungen weltweit zéhlen, gibt es bis heute keine adaquate Therapieform [68, 77].

2.1.4.2 Skeletale Dysplasien

Pathologische Mutationen in den Genen der an der Tetrasaccharid-linker Synthese
beteiligten Enzyme XT-I (XYLT1), XT-Il (XYLT2), GalT-1 (B4GALT7), GalT-Il (B3GALT6) und
GIcAT-I (B3GAT3) filhren allesamt zu Dysplasie-Syndromen, sogenannte GAG-
Linkeropathien, die die Haut und das Skelett betreffen [78].

Skeletale Dysplasien beschreiben eine heterogene Gruppe seltener, vererbbarer
Erkrankungen, die primar das Knochen- und Knorpelgewebe betreffen. Bisher sind tiber 450
verschiedene Arten beschrieben, wobei die genetische Ursache in den meisten Fallen
bekannt ist [79]. Eine Form stellt dabei die Desbuquois skeletale Dysplasie (DBSD) dar, bei
der zwei Typen unterschieden werden. Wahrend Typ 1-Patienten Handanomalien aufweisen,
tun dies Typ 2-Patienten nicht. Zuletzt wurde eine dritte Variante, die sogenannte Kim-
Variante, beschrieben, die ebenfalls durch Handanomalien charakterisiert ist, allerdings ein
schwacheres klinisches Krankheitsbild ausbildet. Wahrend DBSD Typl und die Kim-Variante
durch Mutationen im CANT1-Gen hervorgerufen werden [80, 81], sind rezessive XYLT1-
Mutationen fur die meisten DBSD Typ2-Erkrankungen verantwortlich [65]. Die in diesem
Zusammenhang bisher beschriebenen XYLT1-Mutationen sind heterogen und beinhalten
u.a. SpleiR-Mutationen, nonsense-Mutationen oder missense-Substitutionen. Die Mutationen

fuhren zu einer verminderten CS-Synthese und resultieren allesamt in schweren klinischen
9
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Manifestationen, charakterisiert u.a. durch eine Mikrosomie und einer Hypermobilitat der
Gelenke [65].

Van Koningsbruggen et al. berichteten Uber einen Patienten, der unter einer besonders
schweren Auspragung einer skeletalen Dysplasie litt, welche aus compound heterozygoten
Mutationen (3.3 bp Deletion auf Chromosom 16 und 18 bp Deletion im Bereich der
Splei3stelle zwischen Intron 7 und Exon 8 des XYLT1-Gens) im XYLT1-Gen resultierte.
Diese Mutationen fuhrten zur Bildung von vier verkirzten Transkriptvarianten des XYLT1-
Gens. Phanotypisch wies der Patient neben einer Mikrosomie Charakteristika auf, die bisher
nicht im Zusammenhang mit DBSD Typ2 standen, wozu stark verklrzte Gliedmafen, ein
vorgewdlbtes Abdomen und Atemwegsprobleme zahlten. Dies war daher der erste
beschriebene Fall einer XT-I Defizienz-assoziierten skeletalen Dysplasie, die nicht der DBSD
Typ2 zugeordnet werden konnte. Der Patient starb im S&uglingsalter an den Folgen einer

Kathetersepsis [66].

Schreml et al. beschrieben in ihrer Arbeit eine weitere homozygote XYLT1-Mutation, die zu
einer Aminosaure-Substitution (p.R481W) innerhalb der katalytischen Doméane des Enzyms
fuhrte. Daraus resultiert eine unvollstindige Synthese des PG Dekorin und eine
Delokalisierung des Proteins im Zytoplasma. Die Patienten entwickelten ein autosomal
rezessives Syndrom, das u.a. zu Knochen-Fehlbildungen, Kleinwuchs und intellektuellen

Einschrankungen fihrte [20].

Obwohl bisher nur wenige pathogene Mutationen im XYLT2-Gen beschrieben wurden, zeigt
eine Arbeit aus dem Jahr 2015, dass homozygote frameshift-Mutationen in diesem Gen zu
einer verminderten XT-Aktivitdt und damit einhergehend zu einer Abnahme in der Synthese
von CS und HS PG fiuhrt. Die Mutationen hatten teils schwere klinische Manifestationen, wie
Osteoporose, Hypakusis und Vorhofseptumdefekte zur Folge [50]. Dartber hinaus stehen
homozygote Mutationen im XYLT2-Gen im Zusammenhang mit der Manifestation des

Spondylo-okuldren Syndroms [82—84].

Loss-of-function Mutationen in den Genen B3GALT6 und BA4GALT7 stehen im
Zusammenhang mit der Entwicklung progeroider Formen des Ehlers-Danlos Syndroms,
einer schweren Bindegewebserkrankung, welche u.a. durch Kleinwuchs und eine defekte
Wundheilung charakterisiert ist [85, 86]. Dartiber hinaus fihren Mutationen im B3GALT6-
Gen zur Entstehung der seal dysplasia with joint laxity type 1 (SEMD-JL1)-Erkrankung, einer
skeletalen Dysplasie, deren Phanotyp auf3erst heterogen ist und meist zu einem friihen Tod
der betroffenen Patienten fihrt [87, 88].
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Eine Studie aus dem Jahre 2015 brachte hervor, dass eine homozygote missense Mutation
(p.P140L) im B3GAT3-Gen u.a. zu einer verminderten Synthese von CS und HS flhrte. Die

betroffenen Patienten sind ebenfalls kleinwiichsig und weisen Knochen-Anomalien auf [89].

Die Diversitat der sich aus den GAG-Linkeropathien ergebenden Phanotypen und
Krankheitsbilder verdeutlicht die enorme biologische Relevanz der an der tetrasaccharid-

linker Synthese beteiligten Enzyme und der im weiteren Verlauf entstehenden PG.

2.2 Genome-editing

2.2.1 Entstehung und Arten von Mutationen

Im Genom aller Organismen treten, bedingt durch endogene und exogene Einflussfaktoren,
regelmalig Mutationen auf. In den meisten Fallen haben die dadurch verursachten
Anderungen innerhalb der DNA-Sequenz keine Auswirkungen auf den Organismus. In
einigen Fallen kann es jedoch zu einer Anderung des Leserasters kommen, was direkte

Folgen fur die Assemblierung des Genproduktes haben kann [90].

Prinzipiell werden drei Arten von Genmutationen unterschieden: Bei einer Punktmutation
(Substitution) kommt es zum Basenaustausch an einer Position im Genom. Eine derartige
Mutation hat keine Auswirkungen auf das Leseraster der DNA. Punktmutationen werden
weiter in stille, missense- und nonsense-Mutationen untergliedert. Bei der stillen Mutation hat
die Basensubstitution keine Anderung der AS-Sequenz zur Folge, wohingegen es bei einer
missense-Mutation an dieser Position zu einem Austausch einer AS kommt. Durch eine
nonsense-Mutation entsteht ein vorzeitiges Stopp-Codon in der mRNA. Dies kann, je nach
biologischer Relevanz des betreffenden Proteins, gravierende Folgen fiir den gesamten

Organismus haben [91].

Bei Insertions- und Deletions-Mutationen werden eine oder mehrere Basen im Genom
eingefligt oder entfernt. Werden dabei ein oder zwei Basen inseriert oder deletiert, fihrt dies
zu einer Verschiebung des DNA-Leserasters (frameshift-Mutation). Werden drei Basen oder
ein Vielfaches davon eingeflgt oder entfernt, handelt es sich um eine in-frame Mutation, da

das Leseraster der DNA sich in diesen Fallen nicht andert [92].

2.2.1.1 Doppelstrangbriiche und deren Reparatur
Doppelstrangbriiche (DSB) bezeichnen die simultane Schédigung der beiden homologen
DNA-Strange [93, 94]. Derartige DNA-Schadigungen missen unmittelbar repariert werden,
um die chromosomale Integritat aufrechtzuerhalten [95]. Eukaryotische Zellen verfligen
diesbeziglich Uber zwei DNA-Reparaturmechanismen: die homologe, direkte Reparatur
(homologous direct repair, HDR) und die nicht-homologe Endverknipfung (non homologous
end-joining, NHEJ).
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Der HDR-Mechanismus lasst sich in drei Phasen unterteilen: In der ersten Phase kommt es
zur Bildung von 3’-Uberhdngen im Bereich des DSB. Diese dienen zum einen als
Ausgangspunkt fiir die spatere Reparatur der DNA und zum anderen als Bindestelle fiir an
der Reparatur beteiligt Proteine. In der zweiten Phase kommt es zur komplementéren
Bindung zwischen einem Strang der geschadigten DNA und einem Strang eines homologen
DNA-Molekils des Schwesterchromatids. Im dritten und letzten Schritt der HDR-Reparatur
werden die Strange elongiert, wodurch letztendlich zwei identische DNA-Molekile entstehen
[96].

Der NHEJ-Mechanismus kann in vier Phasen untergliedert werden: In der ersten Phase wird
die DNA im Bereich des DSB von spezifischen Proteinen unter Bildung eines stabilen
Komplexes (NHEJ-Komplex) gebunden. In der zweiten Phase werden die DNA-Enden durch
weitere Proteine derart modifiziert, dass sie im spateren Verlauf miteinander ligieren kdnnen.
In der dritten Phase werden die beiden DNA-Enden in rAumliche Nahe zueinander gebracht
und im Bereich des DSB stabilisiert. Im vierten Schritt kommt es letztendlich zur Ligation der
DNA-Enden und zur Auflésung des NHEJ-Komplexes [97].

Im Gegensatz zum HDR-Mechanismus bendétigt der NHEJ-Mechanismus kein homologes
DNA-template. Da eine derartige Vorlage, in Form eines Schwesterchromatides, nur
wahrend der S- und G2-Phase des Zellzyklus vorhanden ist, beschrankt sich die Aktivitat des
HDR-Mechanismus auf diese beiden Phasen des Zellzyklus. Die Aktivierung des NHEJ-
Mechanismus ist dementgegen Zellzyklus-unabhéngig und tritt dadurch sehr viel haufiger
auf. Die Vorlagen-unabhéngige Reparatur flhrt zu einer erhéhten Fehlerrate des NHEJ-
Mechanismus, wodurch héaufig Insertionen und Deletionen (InDels) in der reparierten DNA
auftreten. Dadurch kann die gezielte Einfuhrung von DSB an bestimmten Stellen im Genom
und die darauffolgende zellulare Aktivierung des fehleranfaligen NHEJ-Mechanismus zu
frameshift-Mutationen und einem knockout des betreffenden Gens fuhren. Durch den
gezielten knockout eines Gens in vitro oder in vivo lassen sich Aussagen Uber dessen

Funktionalitét innerhalb einer Zelle oder eines Organismus tatigen (reverse Genetik) [98].

2.2.1.2 Genome-editing: Gezielte Generierung eines Doppelstrangbruches

Das genome-editing ist eine molekularbiologische Methode zur gezielten in vitro oder in vivo
Modifikation des Genoms unter Verwendung spezieller Nukleasen. Die Nukleasen werden
dabei zur gewiinschten Stelle im Genom geleitet, um dort einen DSB einzufiigen. Bisherige
genome-editing Methoden basierten dabei auf der Interaktion der DNA mit synthetischen
Restriktionsenzymen, die aus einer DNA-bindenden Proteindoméne und einer gebundenen
Endonuklease bestehen. Transcription activator like effectors (TALES) sind Proteine, die
primér in pflanzenpathogenen Bakterien vorkommen und durch die Erkennung einzelner

Basenpaare an die DNA binden. Zink-Finger (ZF) sind Proteine, die in vielen eukaryotischen
12
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Organismen vorkommen und Uber die Erkennung eines Basen-Triplets mit der DNA
interagieren. Zum gezielten genome-editing kénnen DNA-bindende TALEs und ZF
Proteindomanen derart modifiziert werden, dass sie in einem gewiinschten Bereich im
Genom binden. Durch die Fusionierung mit einer Endonuklease wird an dieser Stelle im
Genom ein DSB einfligt. Die Verwendung dieser beiden Systeme gilt als zeit- und

preisintensiv [99].

2.2.2 Das natirliche CRISPR/Cas9 System

Das Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) System ist ein
aus Bakterien und Archaeen adaptiertes, molekularbiologisches genome-editing System,
welches in diesen Organismen als adaptives Immunsystem fungiert. Der Name bezieht sich
dabei auf eine palindromische, im prokaryotischen Genom vorkommenden Region, die aus
einer Serie repetitiver Sequenzen (repeats), mit einer jeweiligen Lange von 20-50 bp, und
flankierenden 20-70 bp langen, nicht-repetitiven Elementen (spacer) besteht. Alternierende
repeat- und spacer-Regionen bilden zusammen den CRISPR-Array, dessen Lange zwischen
den Organismen variiert. Uber eine nicht kodierende, 300-500 bp lange leader-Sequenz
(enthélt u.a. den Promotor des Systems), ist der CRISPR-Array mit CRISPR-assoziierten
(Cas) Genen verbunden [100]. Zusammen ergeben der CRISPR-Array und die Cas-Gene
den sogenannten CRISPR-Locus (Abb. 2.2), dessen Existenz schon vor vielen Jahren im
Escherichia coli-Genom nachgewiesen wurde [101-104]. Im Jahr 2007 konnte erstmals
experimentell gezeigt werden, dass Bakterien bei einer viralen Infektion Phagen-DNA in
ihren CRISPR-Locus integrieren und auf diese Weise eine adaptive Immunitat entwickeln
[105].

CRISPR-Locus

)

{ Repeats \ \

\ J \ /
|

Cas-Gene Spacer

CRISPR-Array

Abbildung 2.2: Vereinfachte Darstellung des CRISPR-Locus. Der CRISPR-Array besteht aus einer Serie
repetitiver Sequenzen (repeats), die von nicht-repetitiven Elementen (spacer) flankiert werden. Uber eine nicht
kodierende leader-Sequenz ist der CRISPR-Array mit den Cas-Genen verbunden. Die Cas-Gene und der
CRISPR-Array bilden zusammen den CRISPR-Locus.
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Es gibt verschiedene CRISPR/Cas-Systeme, wobei das Typ2-System von Streptococcus
pyogenes (S. pyogenes) das am besten untersuchte ist. Neben der repeat-spacer Architektur
enthélt dieses System vier Protein-kodierende Gene (casl, cas2, cas9 und cns2) und eine
nicht Protein-kodierende trans-aktivierende CRISPR-RNA (tracr-RNA). Da das cas9-Gen fir
eine der spateren Hauptkomponenten des Systems kodiert, spricht man bei dem Typ2-
System kurz vom CRISRP/Cas9-System [106].

Die Erlangung der adaptiven Immunitdt nach einer Phagen-Neuinfektion mittels
CRISPR/Cas9 kann in drei Phasen unterteilt werden: In der ersten Phase, der Akquisition,
wird ein spezieller, etwa 30 bp langer Abschnitt der Fremd-DNA (Protospacer) unter
Beteiligung mehrerer Cas-Gene in den CRISPR-Lokus des infizierten prokaryotischen
Organismus inseriert [107]. Der zu inserierende Bereich der Fremd-DNA wird dabei nicht
willkirlich gewahlt, sondern muss sich in unmittelbarer Nahe zu einem definierten
Sequenzmotiv, dem protospacer adjacent motif (PAM) befinden [108]. Beim CRISPR/Cas9-
System ist dies das Motiv NGG (N = variable Base), welches nicht mit in den CRISPR-Locus
integriert wird [109]. Es konnte gezeigt werden, dass Mutationen in diesem Motiv zu einem
Verlust der CRISPR-Cas vermittelten Immunitat fuhren [110].

Im zweiten Schritt kommt es zur Expression des CRISPR-Arrays, wodurch die pra-crRNA
gebildet wird. Diese wird im weiteren Verlauf unter Bildung einer Bibliothek kurzer crRNAs
fragmentiert. Dabei enthélt jede der gebildeten crRNAs eine spezifische, etwa 20 bp lange
spacer-Sequenz, die von repetitiven Sequenzen flankiert wird [111]. Die parallel exprimierte
tracr-RNA bindet an die repetitiven Bereiche der crRNA, wodurch es zur Ausbildung einer
Duplex-Struktur (crRNA:tracrRNA-Komplex) kommt. Dieser Komplex wird von einer
spezifischen, vom verwendeten CRISPR/Cas-System abhangigen Endonuklease gebunden
[112]. Beim Typ2 CRISPR/Cas-System handelt es sich bei der Endonuklease um das Cas9-
Protein [113]. Im Gegensatz zu anderen prokrayotischen Endonukleasen, wie beispielsweise

Restriktionsenzymen, ist Cas9 daher eine RNA-geleitete Endonuklease [114].

In der finalen Interferenzphase kommt es zum Abbau der Fremd-DNA durch Generierung
eines DSB. Dazu bindet der crRNA:tracrRNA:Cas9-Komplex zunachst spezifisch an den
etwa 20 bp langen Bereich in der Fremd-DNA, der komplementér zur spacer-Sequenz der
crRNA ist. Die Erkennung der in der Fremd-DNA kodierten PAM-Sequenz ermdglicht es der
Cas9-Endonuklease, die DNA etwa drei Basenpaare upstream der PAM-Sequenz zu
schneiden. Dabei kommt es zu einer Wechselwirkung zwischen dem PAM-Motiv und der C-
terminalen PAM-interacting domain (Pl)-Domane des Cas9-Proteins. An der Restriktion der
DNA sind zwei Nukleasedoméanen des Cas9-Enzyms beteiligt (HNH und RuvC). Die HNH-
Doméne spaltet dabei den an die crRNA hybridisierten Strang der Fremd-DNA und die

RuvC-Domaéne den dazu komplementéaren Strang [115-117].
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2.2.2.1 CRISPR/Cas9 basiertes genome-editing

Die Erkenntnisse Uber das natlrliche CRISPR/Cas System wurden fir die Entwicklung einer
neuartigen genome-editing Methode adaptiert. Im Jahr 2012 zeigten Jinek et al. erstmals,
dass lediglich zwei Komponenten fir die Verwendung des Systems als genome-editing
Methode essentiell sind: eine der natirlichen crRNA nachempfundene, synthetische single
guide RNA (gRNA) und eine Cas9-Endonuklease, die die DNA im Bereich der gRNA-
Bindungsstelle doppelstrangig schneidet. Durch Modifikationen der crRNA konnte gezeigt
werden, dass lediglich die ersten zehn Nukleotide der crRNA (seed-sequence) fur die
komplementare Bindung im Genom entscheidend sind. Dartber hinaus wurde
nachgewiesen, dass die tracrRNA essentiell fir die Bindung des Cas9-Proteins an die DNA
ist. Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde eine einzelstrangige gRNA konzipiert, deren
Aufbau dem natirlichen crRNA:tracrRNA- Komplex nachempfunden wurde. Diese
beinhaltete an ihrem 5°-Ende eine 20 bp lange Sequenz, die komplementér zu dem Bereich
in der Ziel-DNA ist, an dem im spéateren Verlauf der DSB eingefugt werden soll. Des
Weiteren enthielt das RNA-Molekil an seinem 3°-Ende eine der natirlichen tracrRNA
nachempfundene Haarnadelstruktur, an die die Cas9-Endonuklease binden kann. Wie beim
natirlichen System ist auch fir das CRISPR/Cas-basierte genome-editing das

Vorhandensein einer PAM-Sequenz essentiell [118-120].

Es gibt mehrere Varianten der fur das genome-editing verwendbaren CRISPR/Cas-
Systeme. Eine Mdoglichkeit ist die Verwendung eines all-in-one Vektorsystems, bei dem
sowohl die gRNA- als auch die kodierende Cas9-Sequenz zusammen auf einem
Expressionsvektor kodiert sind. Dabei steht die Cas9-Expression meist unter der Kontrolle
eines CMV-Promotors und am C-terminalen Ende der Sequenz befindet sich eine
Kernlokalisationssequenz (nuclear localization signal, NLS). Das Kernlokalisationssignal
dient dabei einem effektiveren Transport des reifen Proteins in den Zellkern [121]. Die
Expression der gRNA wird haufig von einem humanen U6-Promotor kontrolliert. Die
Expressionsvektoren beinhalten meist noch eine flir ein fluoreszierendes Fusionsprotein
kodierende Sequenz, um die Transfektionseffizienz mittels Fluoreszenzmikroskopie visuell
quantifizieren zu kénnen [122]. Ein Vorteil des vektorbasierten Systems ist es, dass die
gRNA-Sequenz durch einfache Klonierung in den Vektor inseriert und dementsprechend
variiert werden kann. Dadurch kann ein derartiger Vektor fir das targeting unterschiedlicher
Sequenzen im Genom verwendet werden. Ein Nachteil ist die GroRe des Vektors

(> 9000 bp) und eine damit verbundene, verminderte Transfektionseffizienz [123, 124].

Eine weitere CRISPR/Cas-basierte genome-editing Variante ist die Verwendung eines
Ribonukleoprotein (RNP)-Komplexes. Dabei wird die spezifische gRNA zunachst mittels in

vitro Transkription synthetisiert und anschlieBend mit dem reifen Cas9-Protein fusioniert.
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Dadurch ist, im Gegensatz zum vektorbasierten System, keine intrazelluldre Transkription
und Translation notwendig und der gebildete RNP-Komplex kann nach erfolgreicher

Transfektion direkt in den Zellkern transportiert werden [125, 126].

Im Vergleich zu bisherigen genome-editing Systemen (TALEN und ZF) sind die
beschriebenen CRISPR/Cas-basierten Methoden kosteneffizienter und technisch einfacher
durchfuhrbar. Wahrend fur die Verwendung von TALEN und ZF ganze Proteindoméanen
synthetisiert werden missen, sind es beim CRISPR/Cas-basierten System nur kleine RNA-
Molekile. Des Weiteren bietet das CRISPR/Cas-basierte System die Mdglichkeit, mehrere
unterschiedliche gRNAs parallel zu transfizieren. Dieses Multiplexpotenzial erméglicht es,

simultan in mehreren Bereichen des Genoms einen DSB einzufiigen [127, 128].

In dieser Arbeit wurde das vektorbasierte CRISPR/Cas9 System verwendet, um sowohl
einen XYLT1 knockout in normalen humanen Dermalfibroblasten (NHDF), als auch einen

XYLT2 knockout in immortalisierten HEK293 Zellen durchzufiihren.

2.3 Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist ein Verfahren zum selektiven und sensitiven Nachweis von
Molekllen innerhalb eines Stoffgemisches. Ein Massenspektrometer lasst sich in drei
Grundeinheiten unterteilen: Die lonenquelle, den Massenanalysator und den Detektor. Dem
Massenspektrometer ist in den meisten Fallen eine Chromatographie-Einheit vorgeschaltet,
mittels derer das zu analysierende Stoffgemisch zunachst chromatographisch aufgetrennt
wird [129].

In dieser Arbeit sollte eine on-line Festphasenextraktions-(solid phase extraction, SPE)
Hochleistungsflissigkeitschromatographie-(ultra performance liquid chromatography, UPLC)
Tandem Massenspektrometrie (MS/MS)-Methode entwickelt werden. Dabei wird ein geringes
Volumen (1-10 pL) der zu analysierenden Flussigkeit injiziert und in der mobilen Phase tber
eine Extraktionssdule geleitet. Durch die Interaktion des Analyten mit dem Sorbens der
Séaule kommt es zu dessen Anreicherung. Polare Molekile, wie Salze und Saccharide,
werden mit der mobilen Phase aus dem System entfernt. Durch eine verdnderte
Zusammensetzung der mobilen Phase werden die angereicherten Analyten von der
Extraktionssdule eluiert und Gber ein Umschaltventil mit erhohter Flussgeschwindigkeit und
hohem Druck auf die Analytenséaule Ubertragen. Die unterschiedlich starke Wechselwirkung
mit den auf der Oberflache der Analytensdule gebundenen Molekiilen (stationare Phase)
fuhrt zur Separierung der einzelnen Komponenten des Gemisches. Aufgrund der Erhéhung
des organischen Anteils in der mobilen Phase werden die an der Saule gebundenen

Analyten eluiert und in das electrospray ionization (ESI)-Modul des Massenspektrometers
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weitergeleitet, wo es zur lonisierung und Uberfiihrung der Molekiile in die Gasphase kommt
[130].

Die Probe wird Uber eine Kapillare in die lonenquelle eingebracht und die lonenbildung durch
das Anlegen einer Hochspannung (> 1 kV) an der Kapillare initiiert, wodurch ein elektrisches
Feld zwischen Kapillare und Gegenelektrode gebildet wird. Die daraus resultierende
Potenzialdifferenz und das Verdampfen des Losungsmittels fuhren zur Bildung von
Vorlaufer-lonen und deren Uberfiihrung in die Gasphase. Die Ladung der lonen ist dabei
abhangig von der angelegten Kapillarspannung. Wahrend durch das Anlegen einer positiven
Spannung (ESI+ Modus) positiv geladene lonen gebildet werden, resultieren aus einer

negativen Kapillarspannung (ESI- Modus) negativ geladene lonen [131, 132].

Im Anschluss kommt es zur Uberfiihrung der sich in der Gasphase befindlichen lonen in den
Massenanalysator, der aus drei hintereinander geschalteten Quadrupolen (Triple-Quadrupol)
besteht. Im ersten Quadrupol (Q1) kommt es zur Selektion der Vorlaufer-lonen aufgrund des
Masse-zu-Ladung (m/z)-Verhaltnisses. Nur lonen, die ein zuvor bestimmtes m/z-Verhaltnis
nicht Uberschreiten, kdnnen den Q1 passieren und in den zweiten Quadrupol (Q2), die
sogenannte Kollisionszelle, gelangen. Q2 enthalt ein Inertgas (meist Argon), das mit den
Vorlaufer-lonen wechselwirkt (Kollision). Dadurch kommt es, unter Bildung der Produkt-
lonen, zur Fragmentierung der Vorlaufer-lonen, wobei jedes Vorlaufer-lon ein einzigartiges
Fragmentierungsmuster aufweist. Im dritten Quadrupol (Q3) kommt es, erneut anhand des
m/z-Verhaltnisses, zur Selektion der im Q2 entstandenen Produkt-lonen. Bei der Erfassung
von zwei oder mehr Fragmentierungen innerhalb eines Zyklus wird vom multiple reaction
monitoring (MRM) gesprochen [133, 134].

Die gebildeten und selektierten Produkt-lonen werden durch einen Detektor registriert,
anhand dessen ein zweidimensionales Massenspektrum generiert wird. Darin ist die

Signalintensitat (Ordinate) gegen das m/z-Verhdltnis (Abszisse) aufgetragen [135].

2.4 Zielsetzung der Arbeit

Die homologen Isoformen XT-I und XT-lIl katalysieren den initialen und
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der PG-Biosynthese, weshalb erhdohte XT-I
Expressionen mit der Manifestation von Fibrosen assoziiert sind. Der genaue Grund fir das
Auftreten zweier XT-Isoformen in allen hdheren Organismen konnte bisher nicht geklart
werden. Im Rahmen dieser Dissertation sollten daher die Folgen veranderter XT-
Expressionen analysiert und dadurch die Relevanz beider XT-lsoformen besser

charakterisiert werden.
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Erhéhte XT-Aktivitdten stehen in Zusammenhang mit der Entwicklung fibrotischer
Erkrankungen. Da bisher weder eine adaquate Therapieform fir Fibrosen noch ein
spezifischer XT-Inhibitor existiert, sollte im ersten Teilprojekt dieser Arbeit das inhibitorische
Potenzial des Nukleotids UDP und der GAG Heparin und DS auf die XT-Aktivitat kultivierter
NHDF getestet werden.

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass immortalisierte HEK293-Zellen stark verminderte
XYLT1-Expressionen aufweisen. Um ein besseres Verstandnis fir die Relevanz beider XT-
Isoformen zu bekommen, sollten die Auswirkungen einer zusatzlichen XT-II Defizienz in
diesen Zellen analysiert werden. Dazu sollte zunéchst ein siRNA-basierter knockdown und
zur Verifizierung ein stabiler CRISPR/Cas9-basierter knockout des XYLT2 Gens
durchgefuhrt werden.

Bisherige Verfahren zur Quantifizierung der XT-Aktivitdt sind nicht Isoform-spezifisch und
nicht sensitiv, was den Nachweis geringer XT-Aktivitaten erschwert. In einem weiteren
Teilprojekt dieser Arbeit sollte daher ein Isoform-spezifischer und hoch sensitiver
massenspektrometrischer UPLC-MS/MS XT-|I Aktivitatstest entwickelt werden. Dazu sollte
zunachst ein Akzeptorpeptid identifiziert werden, das spezifisch von der XT-I xylosyliert wird
und der Test anschlieend weiter validiert werden. AbschlieRend sollten exemplarisch
reprasentative Proben mit dem neu entwickelten MS XT-I Test und dem bisher verwendeten,
weniger sensitiven radiochemischen XT-I Aktivitatstest gemessen und die Ergebnisse

miteinander verglichen werden.

Im vierten Teilprojekt dieser Arbeit sollten Fibroblasten eines Patienten charakterisiert
werden, der aufgrund von compound heterozygoten XYLT1 Mutationen an einer skeletalen
Dysplasie erkrankte. Wahrend bisherige Studien Auswirkungen erhohter XT-1 Aktivitaten
aufzeigen, sollte in der vorliegenden Arbeit erstmals eruiert werden, welche Folgen
verminderte XT-1 Aktivitaten in NHDF haben. Dazu sollten zunachst die mRNA-Level
unterschiedlicher ECM-assoziierter targets nach basaler (10 % FCS) und serumreduzierter
(0,1 % FCS) Kultivierung, sowie nach einer Induktion der Zellen mit dem Zytokin TGF-1
quantifiziert werden. Durch eine Behandlung mit TGF-B1 sollte die Myofibroblasten-
Differenzierung von Patienten- und Kontrollzellen induziert und verschiedene Charakteristika
der differenzierten Zellen, wie bspw. die Wundheilungsfahigkeit und die a-SMA Expression,
in unterschiedlichen Assays miteinander verglichen werden. Darlber hinaus sollten
vergleichend die intra- und extrazellularen XT-I Aktivitaten mit dem zuvor etablierten Isoform-

spezifischen XT-Aktivitdtstest von Patienten- und Kontrollzellen quantifiziert werden.

Die compound heterozygoten XYLT1 Mutationen in den Patientenzellen waren u.a. durch

eine 3,3 Mb grofRe Deletion auf einem der Allele gekennzeichnet, was heterozygote
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Mutationen weiterer Gene zur Folge hat. Obwohl die Mutationen im XYLT1-Gen als einzige
compound heterozygot waren, kann nicht ausgeschlossen werden, dass etwaig detektierte
Effekte auch durch die Mutation der anderen betroffenen Gene beeinflusst werden. Die
geringe Verfugbarkeit XYLT1-defizienter Fibroblasten limitiert die Anzahl biologischer
Replikate und somit auch die Aussagekraft erzielter Ergebnisse. Aus diesen Griinden sollte
im letzten Teil dieser Arbeit eine Methode zur Generierung eines XYLT1 knockouts in
neonatalen NHDF entwickelt werden. Dazu sollte eine CRISPR/Cas9-vermittelte frameshift-
Mutation im Exon 9 des XYLT1-Gens eingefiigt werden, die ein Stopp-Codon und die
dadurch bedingte Synthese eines verkirzten XT-I Proteins zur Folge hat. Fir die Allel-
spezifische Charakterisierung der Mutationen sollte eine TA-Klonierung durchgefuhrt und zur
Verifizierung des knockout u.a. der in dieser Arbeit etablierte XT-1 MS-Aktivitatstest

verwendet werden.
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3. Ergebnisse

3.1 Potenzial von UDP und verschiedenen GAG zur Inhibition der XT-
Aktivitat

Fibrosen sind durch eine exzessive Synthese und Akkumulierung von ECM-Molekilen
charakterisiert. Sie kodnnen unterschiedliche Gewebe und Organe betreffen und
entscheidend zu einem Funktionsverlust des betroffenen Organs beitragen. PG stellen eine
Hauptkomponente der ECM dar und ihre Biosynthese wird durch die XT initiiert, deren
Aktivitdt wahrend fibrotischer Erkrankungen erhoht ist [136]. Die Inhibition der XT kdnnte
daher ein vielversprechender Ansatz fUr die Entwicklung einer anti-fibrotischen Therapie
sein. In institutseigenen Vorarbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass das Nukleotid UDP
und die GAG Heparin und DS die XT-Aktivitat im zellfreien System inhibieren [137]. Darauf
aufbauend sollte im Rahmen dieser Arbeit eruiert werden, ob die Molekile ebenfalls eine
inhibitorische  Wirkung auf die XT-Aktivitat kultivierter NHDF haben. Durch die
Expressionsbestimmung ECM-assoziierter Gene sollte dariiber hinaus tberpruft werden, ob

eine mogliche XT-Inhibition weiterfiihrende anti-fibrotische Effekte zur Folge hat.

3.1.1 Einfluss einer UDP-Behandlung auf die Expression der XT und anderer
ECM-assoziierter Molekule kultivierter NHDF

In Vorarbeiten haben Casanova et al. [137] das inhibitorische Potenzial diverser Nukleotide
auf die XT getestet. In dem dabei verwendeten, zellfreien System konnte gezeigt werden,
dass UDP, aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zur UDP-Xylose (natiirliches Substrat
der XT), die XT-Aktivitdt konzentrationsabhangig am starksten reduziert. Wahrend UDP in
einer Konzentration von 10 mg/mL zu einer 95%igen Reduktion der XT-Aktivitat fuhrte,
waren die Effekte bei einer UDP-Konzentration von 1 mg/mL nur unwesentlich schwécher
(92%ige Reduktion). Eine Nukleotid-Konzentration von 0,1 mg/mL fiihrte hingegen lediglich
zu einer 53%igen Reduktion der Enzymaktivitét.

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde in dieser Arbeit der Effekt von UDP auf die XT-
Aktivitat und die Genexpression von ECM-Molekulen in NHDF untersucht. Die Zellen wurden
in einer geringen Zelldichte (50 Zellen/mm?) ausgesat und fir insgesamt 48 oder 72 h mit
UDP-supplementiertem (1 mg/mL) Zellkulturmedium kultiviert. Nach 48 h wurde die RNA
isoliert und fir die Genexpressionsanalyse in cDNA umgeschrieben. Die intra- und
extrazellulare XT-Aktivitat wurde jeweils nach einer Kultivierungszeit von 48 und 72 h im

radiochemischen XT-Test bestimmt.
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3.1.1.1 Analyse der XT-Aktivitat

Im Vergleich zu den Kontrollen war die extrazellulare XT-Aktivitat der NHDF 48 h nach der
UDP-Behandlung signifikant vermindert (0,7-fach, Abb. 3.1 a). Im Gegensatz dazu wurde
intrazellular zum selben Zeitpunkt eine 1,3-fach erhdhte XT-Aktivitdt nach Behandlung mit
UDP nachgewiesen (Abb. 3.1 a). Durch eine gesteigerte, zeitabhédngige XT-Sekretion war
die extrazellulare XT-Aktivitdt in den behandelten Fibroblasten nach 72 h signifikant erhoht
(1,7-fach, Abb. 3.1 b). Intrazellular wurde, vergleichend zu den Kontrollen, nach 72 h eine

2,8-fach erhdhte Enzymaktivitat gemessen (Abb. 3.1 b).
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Abbildung 3.1: Intra- und extrazellulare XT-Aktivitdten nach Behandlung von NHDF mit dem
Nukleotid UDP. Die NHDF (n=3) wurden in einer Zelldichte von 50 Zellen/mm? ausgesat und
nach 24 h mit 1 mg/mL UDP behandelt. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Nach
jeweils 48 (a) und 72 h (b) wurde der ZKU (extrazellulare XT-Aktivitéat) gesichert und die Zellen lysiert
(intrazellulare XT-Aktivitat). ZKU und Lysate wurden im radiochemischen XT-Test zur Quantifizierung
der XT-Aktivitat eingesetzt und die resultierenden dpm-Werte auf den DNA-Gehalt der Zellen normiert.
Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler fir je drei biologische und zwei technische Replikate
(* = p<0,1; ** = p<0,01; **** = p<0,0001).

3.1.1.2 Analyse der Genexpression

Die XYLT1 Genexpression UDP-behandelter und unbehandelter NHDF unterschied sich
nach 48 h nicht signifikant voneinander, das XYLT2 mRNA-Expressionslevel war hingegen
0,7-fach vermindert (Abb. 3.2 a, b). Die relative Genexpression der beiden folgenden, an der
Tetrasaccharid-Linker beteiligten Enzyme, B-1,4-Galaktosyltransferase 7 (B4GALT7) und [3-
1,3-Galaktosyltransferase 6 (B3GALTG6), waren im Vergleich zur Kontrolle nach der UDP-
Behandlung 0,6- bzw. 0,7-fach vermindert (Abb. 3.2 c, d).

Die Nukleotid-Behandlung fihrte dartiber hinaus zu verminderten Expressionen der PG core-
Proteine Aggrecan (ACAN, 0,2-fach, Abb. 3.2 e) und Decorin (DCN, 0,7-fach, Abb.3.2 f),
sowie des Kollagens Typ | a | (COL1A1, 0,6-fach, Abb. 3.2 g). Interessanterweise war die
MRNA-Expression der Ekto-5-Nukleotidase (NT5E), ein Enzym, das die Umsetzung von

Nukleotiden zu Nukleosiden katalysiert, im Vergleich zu den Kontrollen 1,4-fach erhéht
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(Abb. 3.2 h). Die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten ist ein bedeutender

Aspekt bei der Manifestation von Fibrosen, da diese Zellen maf3geblich an der
Remodellierung der ECM beteiligt sind. Myofibroblasten sind u.a. durch eine de-novo a-SMA
Expression charakterisiert, die durch das Zytokin TGF-B1 induziert wird. Im Vergleich zu den
unbehandelten Zellen waren die Expressionen der beiden Gene TGF-B871 (0,6-fach,
Abb. 3.2 i) und ACTA2 (0,3-fach, Abb. 3.2 j) nach UDP-Behandlung ebenfalls signifikant
erniedrigt. Die mMRNA Expression von UXS1, dem Enzym, das die Bildung von UDP-Xylose
aus UDP-Glucuronat katalysiert, war nach der Behandlung ebenfalls vermindert (0,7-fach,

Abb. 3.2 k).
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Abbildung 3.2: Relative Genexpression verschiedener ECM-Molekiile 48 h nach Behandlung von NHDF
mit dem Nukleotid UDP. Die NHDF (n=3) wurden in einer Zelldichte von 50 Zellen/mm?2 ausgesét und nach 24 h
mit 1 mg/mL UDP behandelt. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Nach weiteren 48 h wurde die
RNA der Zellen isoliert und in cDNA revers transkribiert. Die cDNA wurde verwendet, um die relativen mRNA-
Expressionslevel der Gene XYLT1 (a), XYLT2 (b), BAGALT7 (c), B3GALT6 (d), ACAN (e), DCN (f), COL1A1 (g),
NT5E (h), TGF-87 (i), ACTA2 (j) und UXS1 (k) in einer gPCR zu bestimmen. Die ermittelten relativen mRNA-
Expressionen wurden auf die Expression einer Zelllinie normiert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler fir
je drei biologische und drei technische Replikate (ns = nicht signifikant; ** = p<0,01; **** = p<0,0001).
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3.1.1.3 Analyse der Proliferation und Viabilitat

Um ausschlieRen zu kdnnen, dass die beschriebenen Effekte auf mRNA- und Proteinebene
auf eine toxische Wirkung von UDP zuriickzufihren sind, wurde ein WST-1 Assay
durchgefuhrt. Der Test basiert auf der enzymatischen Umsetzung des WST-1 Reagenzes
(Tetrazolium) zu Formazan, welche nur in Zellen mit einer intakten Atmungskette ablauft. Die
Absorptionen wurden 44 h nach UDP-Behandlung stiindlich tber einen Zeitraum von

insgesamt 4 h bestimmt.
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Abbildung 3.3: WST-I Assay zur Bestimmung der Viabilitat und Proliferation von NHDF nach Behandlung
mit UDP. Fir den WST-I Assay wurden 1700 Zellen pro Kavitat einer 96-Kavitatenplatte ausgesat. Am nachsten
Tag wurde das Zellkulturmedium gewechselt und die Zellen in Vollimedium kultiviert, das mit UDP (1 mg/mL) oder
einem &aquivalenten Volumen Wasser (Negativkontrolle) versetzt wurde. Nach 44 h wurden 10 pL WST-I Reagenz
in jede Kavitat pipettiert und dessen Umsetzung stiindlich ber einen Zeitraum von insgesamt 4 h photometrisch
bei 450 nm bestimmt. Der Assay wurde pro Bedingung mit jeweils drei Zelllinien durchgefuhrt. Fir jeden Zeitpunkt
wurden die gemittelten Absorptionswerte von drei biologischen und drei technischen Replikaten berechnet.

Die Absorptionswerte der UDP-behandelten Zellen waren fir alle Messzeitpunkte etwas
geringer als die der Kontrollzellen (Abb. 3.3).

3.1.1.4 Einfluss eines siRNA-vermittelten UXS1 knockdowns auf die XT-Aktivitéat
Um weitere Zusammenhénge zwischen einer verminderten UXS1 Genexpression und einer
Induktion der XT-Aktivitdt zu evaluieren, wurde ein siRNA-vermittelter UXS1 knockdown
durchgefuhrt. Als Kontrolle dienten Zellen, die mit einer siRNA transfiziert wurden, die an
keine humane mRNA bindet. Nach 48 h wurde die RNA der transfizierten Zellen isoliert und,
nach dem Umschreiben in cDNA, Genexpressionsanalysen durchgefuhrt. Zur Verifizierung
des knockdowns wurde zunéchst die UXS1-Genexpression quantifiziert. Diese war 48 h
nach der siRNA-Transfektion im Vergleich zu den Kontrollen 0,03-fach vermindert
(Abb. 3.4 a). Sowohl die XYLT1-Genexpression (1,6-fach, Abb. 3.4 b), als auch die nach
72 h bestimmte extrazellulare XT-Aktivitat (1,3-fach, Abb. 3.4 d) waren nach Durchfiihrung
des UXS1 knockdowns erhoht. Die XYLT2-Genexpressionslevel unterschieden sich
hingegen nicht signifikant von denen der Kontrollen (Abb. 3.4 c). Ergadnzend wurde
vergleichend die intrazelluldre Konzentration der UDP-Xylose, dem nattrlichen XT-Substrat,
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bestimmt. Im Vergleich zu den Kontrollen war die UDP-Xylose Konzentration in UXS1-siRNA
transfizierten NHDF 0,7-fach vermindert (Abb. 3.4 e).
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Abbildung 3.4: Relative Expressionen verschiedener Gene (a-c), extrazellulare XT-Aktivitat (d) und
intrazellulare UDP-Xylose-Konzentration (e) nach Durchfihrung eines UXS1 siRNA knockdowns in NHDF.
Die NHDF (n=3) wurden nach dem Aussden mit 40 nM einer Kontroll- (Negativkontrolle) oder UXS1-siRNA
transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurde die RNA der Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die cDNA
wurde verwendet, um die relativen mRNA-Expressionslevel der Gene UXS1 (a), XYLT1 (b) und XYLT2 (c) in
einer qPCR zu bestimmen. Die ermittelten relativen mRNA-Expressionen wurden auf die Expression einer
Zelllinie normiert. Die extrazellulare XT-Aktivitat (d, radiochemischer XT-Test) und die intrazellulare UDP-Xylose-
Konzentration (e) wurden 72 h nach Durchfiihrung des knockdowns bestimmt und auf den DNA- bzw. Gesamt-
Proteingehalt der Zellen normiert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler fiir je drei biologische und drei
technische Replikate (ns = nicht signifikant; *** = p<0,001; **** = p<0,0001).

Durch die erzielten Ergebnisse lasst sich ein Mechanismus beschreiben, der nach UDP-
Behandlung von NHDF zu einer XT-Induktion in den Zellen fihrt. In Ubereinstimmung mit
Vorarbeiten wird die extrazellulare XT-Aktivitat innerhalb der ersten 48 h durch eine
Nukleotidkonzentration von 1 mg/mL inhibiert. Auf mRNA-Ebene konnten nach UDP-
Behandlung, bedingt durch eine mogliche UDP-GIcA Substratinhibition, verminderte UXS1-
Expressionen nachgewiesen werden. Daraus resultierend kommt es zu einer verminderten
UDP-Xylose Synthese und zu einer kompensatorischen Induktion der intrazellularen XT-
Aktivitat. Eine verminderte UDP-Xylose Verfligbarkeit fuhrt letztlich zu einer Reduktion der
PG-Biosynthese. Die nach 72 h extrazellular erhéhte XT-Aktivitat lasst sich durch eine

sukzessive XT-Sekretion begriinden.
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3.1.2 Einfluss einer GAG-Behandlung auf die Expression der XT und anderer
ECM-assoziierter Molekule kultivierter NHDF

In institutseigenen Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die GAG Heparin und DS die
XT-Aktivitat im zellfreien System, vermutlich in Form einer Endprodukthemmung, inhibieren.
Darauf aufbauend sollte in dieser Arbeit eruiert werden, ob die beiden GAG zusatzlich das
Potenzial haben, die XT-Aktivitat kultivierter NHDF zu inhibieren und ob dies zu weiteren
anti-fibrotischen Effekten innerhalb der ECM fihrt. Die Zellen wurden in geringer Zelldichte
(50 Zellen/mm?) ausgesat und am nachsten Tag mit jeweils 1 mg/mL DS oder Heparin
behandelt. Die mRNA-Level wurden nach 48 h und die intra- und extrazelluldren XT-

Aktivitaten nach jeweils 72 h ermittelt.

3.1.2.1 Analyse der XT-Aktivitat

Eine Behandlung von NHDF mit 1 mg/mL Heparin fihrte nach 72 h extrazellular zu einer
0,2-fach verminderten XT-Aktivitdt. Im Vergleich zu den Kontrollen war die intrazellulare XT-
Aktivitdt zum selben Zeitpunkt 0,3-fach vermindert (Abb. 3.5 a). Vergleichend dazu waren die
Effekte nach der Behandlung mit 1 mg/mL DS schwacher. 72 h nach der DS-Behandlung
war die extrazellulare XT-Aktivitdat, im Vergleich zu den Kontrollen, 0,5-fach reduziert.
Intrazelluldar fuhrte eine DS-Behandlung zu einer 0,7-fach verminderten XT-Aktivitat
(Abb. 3.5 b).
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Abbildung 3.5: Intra- und extrazellulare XT-Aktivitdten nach Behandlung von NHDF mit den GAG Heparin
(@) und DS (b). Die NHDF (n=3) wurden in einer Zelldichte von 50 Zellen/mm? ausgesat und nach 24 h mit
1 mg/mL Heparin (a) oder DS (b) behandelt. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Nach 72 h wurde
der ZKU (extrazellulare XT-Aktivitat) gesichert und die Zellen lysiert (intrazellulare XT-Aktivitat). ZKU und Lysate
wurden im radiochemischen XT-Test zur Quantifizierung der XT-Aktivitat eingesetzt und die resultierenden dpm-
Werte auf den DNA-Gehalt der Zellen normiert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler fir je drei biologische
und zwei technische Replikate (* = p<0,1; **** = p<0,0001).

3.1.2.2 Analyse der Genexpression
48 h nach Supplementierung des Zellkulturmediums mit 1 mg/mL Heparin oder DS wurde die
RNA der Zellen isoliert, in cDNA umgeschrieben und Genexpressionsanalysen durchgefihrt.

Im Vergleich zu den Kontrollen fuhrte die Behandlung von NHDF mit Heparin zu keinen
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signifikant veranderten Expressionen der Gene XYLT1, XYLT2, BAGALT7, B3GALT6 und
ELN (Abb. 3.6 a-e). Im Gegensatz dazu war die COL1A1 mRNA-Expression nach Heparin-
Behandlung 1,4-fach erhdht (Abb. 3.6 f).
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Abbildung 3.6: Relative Genexpressionen verschiedener ECM-Molekile 48 h nach Behandlung von NHDF
mit dem GAG Heparin. Die NHDF (n=3) wurden in einer Zelldichte von 50 Zellen/mm? ausgesat und nach 24 h
mit 1 mg/mL Heparin behandelt. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Nach weiteren 48 h wurde die
RNA der Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde verwendet, um die relativen mRNA-
Expressionslevel der Gene XYLT1 (a), XYLT2 (b), BAGALT7 (c), B3GALT®6 (d), ELN (e) und COL1AL1 (f) in einer
gPCR zu bestimmen. Die ermittelten relativen mRNA-Expressionen wurden auf die Expression einer Zelllinie
normiert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler fir je drei biologische und drei technische Replikate (ns =
nicht signifikant; * = p<0,1).

Eine DS-Behandlung filhrte in NHDF zu verminderten Expressionen der Gene XYLT1
(0,7-fach, Abb. 3.7 a), B3GALT®6 (0,8-fach, Abb. 3.7 b) und ELN (0,4-fach, Abb. 3.7 c). Die
Behandlung hatte keinen signifikanten Einfluss auf die XYLT2, B4GALT7 und COL1Al
MRNA-Expressionen (Abb. 3.7 d-f).
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Abbildung 3.7: Relative Genexpressionen verschiedener ECM-Molekule 48 h nach Behandlung von NHDF
mit dem GAG DS. Die NHDF (n=3) wurden in einer Zelldichte von 50 Zellen/mm?2 ausgesét und nach 24 h mit
1 mg/mL DS behandelt. Als Negativkontrolle dienten unbehandelte Zellen. Nach weiteren 48 h wurde die RNA
der Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde verwendet, um die relativen mRNA-
Expressionslevel der Gene XYLT1 (a), B3GALT6 (b), ELN (c), XYLT2 (d), BAGALT7 (e) und COL1A1 (f) in einer
gPCR zu bestimmen. Die ermittelten relativen mRNA-Expressionen wurden auf die Expression einer Zelllinie
normiert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler fur je drei biologische und drei technische Replikate (ns =
nicht signifikant; * = p<0,1; ** = p<0,01).

3.1.2.3 Analyse der Proliferation und Viabilitat

Um ausschlieRen zu kdnnen, dass die beschriebenen Effekte auf mRNA- und Proteinebene
auf eine toxische Wirkung der GAG zuruckzufihren sind, wurde ein WST-1 Assay
durchgefuhrt. Dabei wurde die Absorptionen 44 h nach GAG-Behandlung stiindlich Uber

einen Zeitraum von insgesamt 4 h bestimmt.
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Abbildung 3.8: WST-I Assay zur Bestimmung der Viabilitdt und Proliferation von NHDF nach Behandlung
mit Heparin und DS. Fur den WST-1 Assay wurden 1700 Zellen pro Kavitat einer 96-Kavitatenplatte ausgesat.
Am nachsten Tag wurde das Zellkulturmedium gewechselt und die Zellen in Vollmedium kultiviert, das mit
Heparin oder DS (1 mg/mL) oder einem &quivalenten Volumen Wasser (Negativkontrolle) versetzt wurde. Nach
44 h wurden 10 pL WST-lI Reagenz in jede Kavitat pipettiert und dessen Umsetzung stundlich Uber einen
Zeitraum von insgesamt 4 h photometrisch bei 450 nm bestimmt. Der Assay wurde pro Bedingung mit jeweils drei
Zelllinien durchgefiihrt. Fir jeden Zeitpunkt wurden die gemittelten Absorptionswerte von drei biologischen und
drei technischen Replikaten berechnet.

Die Absorptionswerte der GAG-behandelten Zellen waren fir alle Messzeitpunkte etwas

geringer als die der Kontrollzellen (Abb. 3.8).

3.2 Auswirkungen einer XT-Defizienz auf die ECM-Homd&ostase und
Viabilitat von HEK293-Zellen

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde das Potenzial verschiedener Molekille getestet, die intra-
und extrazellulare XT-Aktivitat zu reprimieren. Darauf aufbauend sollte im weiteren Verlauf
analysiert werden, welche Auswirkungen verminderte Expressionen beider XT-Isoformen auf
die Homobostase der ECM und die Viabilitat von HEK293-Zellen haben. In einer
vorausgegangenen Arbeit wurden die XYLT-Genexpressionen in unterschiedlichen Zelltypen
qguantifiziert [47]. Die Studie ergab, dass immortalisierte humane, embryonale Nierenzellen
(human embryonic kidney, HEK) lediglich eine XYLT2-, aber keine quantifizierbare XYLT1-
Genexpression aufweisen. Auch im Rahmen dieser Arbeit konnte eine XYLT1 mRNA-
Expression in HEK293-Zellen mittels gPCR nicht nachgewiesen werden. Um die zelluldren
Auswirkungen verminderter Expressionen beider XT-lsoformen zu analysieren, wurde
erstmals ein siRNA basierter knockdown und anschlie3end, zur Verifizierung der Ergebnisse,
ein CRISPR/Cas9-vermittelter knockout des XYLT2 Gens in HEK293-Zellen durchgefuhrt.

3.2.1 siRNA-vermittelter XYLT2 knockdown in HEK293-Zellen
Fur den XYLT2 knockdown wurden 3 x 10° HEK-Zellen ausgesat und mittels Lipofektion
revers transfiziert. Die Bindung der verwendeten siRNA (Tab.6.5) innerhalb von Exon 9 der

XYLT2 mRNA fihrte zum reversiblen gene-silencing. Kontrollzellen wurden mit einer FAM-
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markierten sSiRNA transfiziert, die an keine humane mRNA bindet. Anhand der
fluoreszierenden Kontroll siRNA wurde nach 24 h eine nahezu 100%ige
Transfektionseffizienz nachgewiesen. 48 h nach der Transfektion wurde der
Zellkulturtiberstand zur Bestimmung der extrazellularen XT-Aktivitat gesichert und die Zellen
lysiert. AnschlieBend erfolgten die RNA-Isolierung, die cDNA-Synthese und die

Expressionsbestimmung ECM-assoziierter Gene mittels gPCR-Analyse.

3.2.1.1 Analyse der Zellmorphologie

Im Vergleich zu den mit der Kontroll-siRNA transfizierten Zellen wiesen die XYLT2 siRNA
transfizierten Zellen eine veranderte Morphologie auf. 24 h nach der Transfektion waren die
Kontrollzellen adhéariert und bildeten vereinzelt bereits langliche Zell-Auslaufer aus
(Abb. 3.9). Auch die charakteristische Clusterbildung einiger Zellen war bereits zu diesem
frihen Zeitpunkt zu sehen. Zellen, bei denen ein XYLT2 knockdown durchgefiihrt wurde,
befanden sich 24 h nach der siRNA Transfektion grof3tenteils in Suspension und wiesen
dementsprechend eine runde Morphologie auf. Nach weiteren 48 h (insgesamt 72 h nach der
Transfektion) bildeten die Kontrollzellen groRere Zellcluster und Polaritdten aus (periphere,
langliche Zellauslaufer). Die mit der XYLT2 siRNA transfizierten Zellen bildeten nach dieser
Zeit nur vereinzelt groBere Cluster aus und wiesen weiterhin eine zum Grof3teil runde
Morphologie auf. Zu diesem Zeitpunkt wurden interessanterweise auch Zellen detektiert, die
einen seneszenten Phanotyp aufwiesen (Abb. 3.9, rote Pfeile). Durch die zeitliche

Degradation der siRNA ahnelte die Morphologie der XYLT2 knockdown Zellen nach 96 h der

der Kontrollzellen nach 72 h.
24h 72h 96 h

XYLT2 KD

Kontrolle

Abbildung 3.9: Mikroskopische Hellfeldaufnahmen der Morphologien von HEK293-Zellen nach
Durchfiihrung eines XYLT2 siRNA knockdowns. Die HEK293-Zellen wurden nach dem Ausséen mit 40 nM
einer Kontroll- (Kontrolle) oder XYLT2-siRNA (XYLT2 KD) transfiziert. Nach 24, 72, und 96 h wurden die
Morphologien der Zellen miteinander verglichen. Die roten Pfeile (XYLT2 KD, starkere VergroRerung (40x), 72 h)
deuten auf Zellen mit einem seneszenten Phanotyp. Maf3stab = 100 pm.
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3.2.1.2 Analyse der Genexpression und XT-Aktivitat

In Ubereinstimmung mit vorherigen Arbeiten [47] konnte auf mRNA-Ebene keine XYLT1-
Expression nachgewiesen werden. Die XYLT2 Genexpression war, bedingt durch den
erfolgreichen knockdown, im Vergleich zu den Kontrollen 0,3-fach (Abb. 3.10 a) erniedrigt.
Die mRNA-Expressionslevel von ACAN (4,2-fach, Abb. 3.10 b), ELN (2,8-fach, Abb. 3.10 ¢)
und FN1 (1,9-fach, Abb. 3.10 d) waren nach der XYLT2 siRNA Behandlung signifikant
erhoht.

Im Vergleich zu den Kontrollen war die im radiochemischen Assay bestimmte, extrazellulare
XT-Aktivitat in den behandelten Zellen 2,6-fach erhéht (Abb. 3.10 e).
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Abbildung 3.10: Relative Expressionen verschiedener Gene (a-d) und extrazellulare XT-Aktivitat (e) nach
Durchfuhrung eines siRNA-vermittelten XYLT2 knockdowns in HEK293-Zellen. Die HEK293-Zellen wurden
nach dem Aussden mit 40 nM einer Kontroll- (Negativkontrolle) oder XYLT2-siRNA transfiziert. 48 h nach der
Transfektion wurde die RNA der Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde verwendet, um die
relativen mRNA-Expressionslevel der Gene XYLT2 (a), ACAN (b), ELN (c) und FN1 (d) in einer gPCR zu
bestimmen. Die extrazellulare XT-Aktivitat (e) wurde nach 72 h im ZKU der Zellen bestimmt (radiochemischer XT-
Test). Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler fur je drei biologische und drei (Genexpression) bzw. zwei
(XT-Aktivitat) technische Replikate (ns = nicht signifikant; * = p<0,1; ** = p<0,01; **** = p<0,0001).

3.2.2 CRISPR/Cas9 vermittelter XYLT2 knockout in HEK293-Zellen
HEK293-Zellen weisen basal keine quantifizierbare XYLT1 Genexpression auf [47]. Ein
zusatzlicher siRNA knockdown des XYLT2-Gens fiihrte u.a. zu einer verminderten

Proliferation und starken morphologischen Veranderungen der Zellen. Diese Ergebnisse
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lieRen vermuten, dass verminderte Expressionen beider XT-Isoformen einen essenziellen,
direkten Einfluss auf das Wachstum und die Viabilitat der Zellen haben kénnten. Um dies
naher zu untersuchen wurde eruiert, ob HEK293-Zellen nach Einfihrung eines

CRISPR/Cas9-vermittelten stabilen XYLT2 knockouts weiterhin vital und proliferativ sind.

3.2.2.1 Transfektion und Zellvereinzelung

Es wurden 1 x 10° HEK293-Zellen pro Kavitat einer 12-Kavitatenplatte ausgesat und am
nachsten Tag mit dem Plasmid PX458 transfiziert, auf dem alle, fir das CRISPR/Cas9-
basierte gene-editing relevanten, Komponenten kodiert waren. Neben der Cas9- und der
gRNA- Sequenz beinhaltete das Plasmid eine GFP-kodierende Sequenz zur Bestimmung
der Transfektionseffizienz. Es wurden vergleichend zwei unterschiedliche Vektoren
transfiziert, die sich lediglich bezuglich der in den Vektor klonierten gRNA-Sequenzen
unterschieden. Die gRNA-Sequenzen waren dabei komplementar zu Bereichen im Exon 2
und Exon 9 des XYLT2 Gens (Tab. 3.1).

Tabelle 3.1: Sequenzen der komplementéar im Exon 2 und Exon 9 des XYLT2 Gens bindenden gRNAs.

Exon gRNA (52 3") PAM-Sequenz (52 3)
2 GGCTGGGAGCCTCATGCCCA AGG
9 GGCGCAGTGACCAGGCCAGC CGG

24 h nach der Transfektion wurde die Transfektionseffizienz (~ 60 %) anhand der GFP-

Expression visuell am Fluoreszenzmikroskop bestimmt (Abb. 3.11).

Hellfeld FITC

P

Abbildung 3.11: Bestimmung der Transfektionseffizienz nach erfolgreicher Transfektion von HEK293-
Zellen mit dem Plasmid pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458). Pro Kavitat einer 12-Kavitatenplatte wurden 1 x 105
HEK293-Zellen ausgesat und am nachsten Tag mit 1,5 pg des Plasmids PX458 transfiziert (Lipofectamine LTX).
Der Vektor kodiert fur GFP, wodurch die Transfektionseffizienz nach 24 h am Fluoreszenzmikroskop bestimmt
werden konnte. Maf3stab = 100 um.

Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion geerntet und in einer Konzentration von
5 Zellen/mL in Zellkulturmedium verdinnt. Pro Kavitat einer 96-Kavitaten Platte wurden
200 pL der Zellusupension ausgesat und am nachsten Tag mikroskopiert. Kavitaten, in

denen Einzelklone detektiert wurden, wurden markiert und die Viabilitdt und das Wachstum
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der Zellen regelmafig beobachtet. Nach Erreichen einer 70%igen Konfluenz wurden die
Zellen sukzessive passagiert, bis sie letztendlich von einer 100 x 20 mm Schale geerntet
wurden. Von den anfangs detektierten Einzelklonen sind lediglich 7,2 % (6/83, Exon 2) bzw.

8,8 % (9/102, Exon 9) bis zur Konfluenz auf einer 100 x 20 mm Zellkulturschale gewachsen.

3.2.2.2 Charakterisierung der Mutationen in den generierten Zellklonen
Nachdem die DNA aller proliferativen Klone isoliert wurde, wurden, unter Verwendung der in
Tabelle 6.4 aufgefuhrten Primer, zwei PCRs zur Amplifizierung der zu den gRNAs

komplementéaren Bereiche im XYLT2 Gen durchgefihrt.

Im Vergleich zu der Referenzsequenz (genbank accession ID: NG_012175.1) wies die
sequenzierte DNA von 66,6 % (4/6, Exon 2) bzw. 88,8 % (8/9, Exon 9) der Klone keine
Mutationen innerhalb der amplifizierten Bereiche auf. Die DNA-Sequenzen der restlichen
Zellklone stimmten lediglich im 5°-Bereich mit denen der jeweiligen Referenzsequenz
Uberein. In den zu den gRNAs komplementdren Bereichen zeigten die durch die
Sequenzierung generierten Elektropherogramme an vielen Positionen
Basenuberlagerungen, wodurch die weitere Basenabfolge nicht eindeutig bestimmt werden
konnte. Abbildung 3.12 zeigt exemplarisch, vergleichend zur Referenzsequenz, die

Sequenzen der Klone 1 und 2, die im Bereich von Exon 2 des XYLT2-Gens Mutationen

it sl

Abbildung 3.12: Vergleich der DNA-Sequenzen der mittels CRISPR/Cas9-System generierten HEK293-
Klone 1 und 2 mit der Referenzsequenz im zur gRNA komplementaren Bereich innerhalb von Exon 2 des
XYLT2 Gens. Die dargestellten Sequenzen beginnen jeweils bei Base g.+ 7.877 (genbank accession ID:
NG_012175.1). Hervorgehoben sind die gRNA-Sequenz zur komplementaren Bindung im Exon 2 des XYLT2
Gens (rote Umrandung) und die fir die Cas9-Bindung (S. pyogenes Cas9) essenzielle PAM-Sequenz (blaue
Umrandung).
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Zur Separierung der Allele und einer damit verbundenen, besseren Charakterisierung der

heterozygoten Mutationen wurde eine TA-Klonierung durchgefihrt.

a g.+7.909 gRNA-Sequenz PAM
|
Referenzsequenz cgeccaatgtggtgtgcctgocaccaggectgggagectcatgeccdaggetgtgecceggecactgtecaget
Klon1_Allel_1 cgccaatgtggtgtgcctgcac—4——C———————————————— ggctgtgccccggecactgtcaget
Klon1_Allel 2 cgccaatgtggtgtgecectgcaccg—g-——————=——————===— ccgaggctgtgccccggecactgtcaget
Klon1_Allel_3 cgccaatgtggtgtgecctgcaccg————— g-—————————— ccgaggctgtgccccggecactgtcaget
Klon2_Allel_1 cgccaatgtggtgtgecctgcacCt———=—=—=—=————————————- ggctgtgccccggecactgtcaget
Klon2_Allel 2 cgccaatgtggtgtgcctgecaccgaggectgggag———————— ccgaggctgtgccccggecactgtcaget
b g.+ 11.051 gRNA-Sequenz PAM
|
Referenzsequenz cccaagggtcgctgaagetgttigggcgcagtgaccaggccagdecggpEtccagagtctggag
Klon1_Allel_1 cccaagggtcgctgaagectgttggggecgecagtgaccag-—---ggcggrtccagagtctggag
Klon1_Allel_2 cccaagggtcgctgaagetgttggggecgecagtga————--—- cagqcggfrtccagagtctggag

Abbildung 3.13: Sequenz-Alignment der Allel-spezifischen Sequenzen im Bereich der zur gRNA
komplementéaren Sequenz im Exon 2 (a) und Exon 9 (b) des XYLT2 Gens. Die Allele der Klone 1 (3 Allele)
und 2 (2 Allele) (XYLT2, Exon 2) und des Klons, der nach Anwendung des CRISPR/Cas9-Systems Mutationen im
Exon 9 des XYLT2 Gens aufwies (2 Allele), wurden mittels TA-Klonierung separiert und sequenziert. Die
dargestellten Sequenzen beginnen an Position g.+ 7.909 (Exon 2) bzw. an Position g.+ 11.051 (Exon 9) in der
aus den HEK293-Zellen isolierten genomischen DNA. Hervorgehoben sind die gRNA-Sequenzen zur
komplementaren Bindung im Exon 2 (a) und Exon 9 (b) des XYLT2 Gens (rote Umrandungen) und die fur die
Cas9-Bindung (S. pyogenes Cas9) essenziellen PAM-Sequenzen (blaue Umrandungen). Referenzsequenz:
genbank accession ID NG_012175.1. Griin = komplementéare Bereiche, weil = Deletierte Bereiche.

Tabelle 3.2: Spezifizierung der CRISPR/Cas9-vermittelten Mutationen in den Exons 2 und 9 des XYLT2 Gens
und deren Auswirkung auf die Proteinbiosynthese (nach HGVS (Human Genome Variation Society) [138]).

Deletion [bp] Art der Mutation
21 In-frame ( p. (Gly195_Ala201del))
~ Klon 1 16 Frameshift (p. (Alal194Profs*10))
S 16 Frameshift (p. (Alal94Profs*10))
i <o 2 21 In-frame (p. (Gly195_Ala201del))
on Frameshift (p. (Leu197GInfs*14))
o In-frame (p. (GIN639_Ala640del))
c
o Klon 1 )
5 4 Frameshift (p. (Ser641Glyfs*64))

Die in der Abbildung 3.13 dargestellten Sequenz-Alignments der durch die TA-Klonierung
identifizierten Sequenzen zeigen die Heterogenitdit der CRISPR/Cas9-vermittelten
Mutationen auf, wobei die Cas9-Endonuklease den DSB in den meisten Féllen (5/7, 71 %)

3 bp upstream der PAM-Sequenz einfugte.

Fur jeden der analysierten Klone konnte jeweils eine in-frame Mutation nachgewiesen
werden, die auf dem betreffenden Allel zu keiner Verschiebung des Leserasters fuhrte. Bei

den beiden Klonen, die Mutationen im Exon 2 aufwiesen, wurden dabei jeweils 21 Basen
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deletiert, wodurch das 865 AS lange XT-II Protein um 7 AS verkirzt gebildet wurde. Die in-
frame Mutation des Klons, der im Exon 9 heterozygote Mutationen aufwies, war durch eine
Deletion von 6 bp charakterisiert, was zu einem Verlust von 2 AS im Protein fiihrte. Die zwei
Klone, bei denen das CRISPR/Cas9-System im Exon 2 durchgefuhrt wurde, wiesen dartber
hinaus noch auf zwei (Klon 1, jeweils 16 bp) bzw. einem (Klon 2, 8 bp) Allel frameshift-
Mutationen auf. FUr den Klon, der Mutationen im Exon 9 des XYLT2 Gens aufwies, wurde

ein weiteres Allel mit einer 4 bp Deletion (frameshift) gefunden (Tab. 3.2).

Die frameshift-Mutationen fuihrten zu einer Verschiebung des Leserasters und zur Bildung
eines vorzeitigen Stopp-Codons, was die Bildung verklrzter XT-Il Proteine zur Folge hatte
(Tab. 3.2). Die proliferativen Klone wiesen somit allesamt mindestens ein funktionales Allel

auf.

Um beurteilen zu kénnen, ob die beschriebenen Mutationen einen Einfluss auf die XYLT2
Genexpression haben, wurde abschlieRend eine gPCR-Analyse durchgefihrt. Im Vergleich
zu HEK293-Wildtyp Zellen war die XYLT2 mRNA Expression in den Zellen von Kilon 1
(Exon 2) 1,4-fach erhdht. Im Vergleich zu den Kontrollen zeigten die weiteren beiden Klone
(Exon 2, Klon 2 und Exon 9, Klon 1) keine signifikant veranderten XYLT2-Expressionen
(Abb. 3.14). Insgesamt konnte somit kein proliferativer HEK293-Klon detektiert werden, der

einen nachweisbaren, CRISPR/Cas9-vermittelten XYLT2 knockout aufwies.
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Abbildung 3.14: Relative XYLT2 mRNA Expressionen der Zellklone, die CRISPR/Cas9-vermittelte
Mutationen im XYLT2 Gen aufwiesen. Die HEK293-Klone und -Wildtypzellen wurden in einer Zelldichte von
50 Zellen/mm? ausgesat. Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt und die Zellen firr weitere 48 h in
Zellkulturmedium kultiviert. Nach der RNA-Isolierung und der cDNA-Synthese wurden die relativen XYLT2
MRNA-Expressionslevel mittels gPCR bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler fir je drei
biologische und drei technische Replikate (ns = nicht signifikant; * = p<0,1).
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3.3 Entwicklung eines XT-I spezifischen UPLC MS/MS XT-Aktivitatstests

Zur Quantifizierung der XT-Aktivitdt wurde bisher, neben dem radiochemischen (RC) XT-
Test, ein bereits publizierter eindimensionaler MS XT-Test verwendet [139]. Beim
vornehmlich XT-I spezifischen RC XT-Test wird die zu analysierende Probe u.a. mit
Seidenfibroin (Akzeptor) und radiomarkierter UDP-['*C]-Xylose (Substrat) inkubiert. Der
Reaktionsansatz wird bei 37 °C inkubiert, wobei sich die Xylosylierung des Seidenfibroins
proportional zur XT-Aktivitdt in der Probe verhalt. Die Menge an radioaktiv markiertem
xylosyliertem Peptid wird anschlieRend in einer Szintillationsmessung bestimmt [52]. Das
Prinzip des XT-II spezifischeren MS XT-Tests beruht auf dem Nachweis eines xylosylierten
Peptids (K1-Peptid), dessen Konzentration proportional zur XT-Aktivitat ist. Die zu
analysierende Probe wird zusammen mit dem Peptid und der UDP-Xylose (natlrliches
Substrat der XT) bei 37 °C inkubiert. Die XT-Aktivitat der Probe wird durch die anschliel3ende
Integrierung der Peakflache (xylosyliertes Peptid) am Massenspektrometer bestimmt
(Abb. 3.15).
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Abbildung 3.15 [52]: Vergleichender schematischer Ablauf des RC und MS XT-Aktivitatstests. Der RC XT-
Test (oberer Pfad) basiert auf der XT-katalyiserten Inkorporation radiochemischer [14C]-Xylose auf einen Serinrest
des als Akzeptor verwendeten Seidenfibroins. Nach Inkubation des Reaktionsansatzes (enthélt u.a. die zu
analysierende Probe, UDP-[1*C] Xylose und den Akezptor) fur 1,5 h bei 37 °C werden die xylosylierten Peptide
auf einer Nitrozellulose-Membran geféllt und Uberschiissige Xylose entfernt. Die Menge an xylosyliertem Peptid
wird radiochemisch am Szintillationszéhler bestimmt und ist proportional zur XT-Aktivitat der Probe. Der fir den
MS XT-Test verwendete Reaktionsansatz enthalt u.a. ein synthetisches Peptid als Akzeptor, nicht-radioaktiv
markierte UDP-Xylose und die zu analysierende Probe. Nach einer Inkubation fur 24 h bei 37 °C wird der
Reaktionsansatz chromatographisch aufgetrennt und das xylosylierte Peptid spezifisch am MS detektiert, wobei
die integrierte Peakflache proportional zur XT-Aktivitat der Probe ist.
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Dadurch, dass das bisher verwendete K1-Peptid starker von der XT-Il als von der XT-I
xylosyliert wird, konnten mit Hilfe dieses Tests bisher primar Aussagen Uber die XT-II
Aktivitdt getatigt werden. Dartber hinaus sollte, aus 6konomischen Griinden und zur
Vermeidung radiochemischer Arbeiten, der alternative (XT-I spezifische) radiochemische XT-
Test ersetzt werden. Aus diesen Griinden sollte, durch die Identifizierung eines Isoform-
spezifischen Peptids, im Rahmen dieser Arbeit ein XT-I spezifischer MS XT-Test entwickelt

werden.

3.3.1 Identifizierung eines XT-I spezifischen Akzeptorpeptids

Die Sequenz des bisher im MS XT-Test als Akzeptor verwendeten synthetischen K1-Peptids
leitet sich vom Bikunin ab und enthalt N- und C-terminale Modifikationen (Biotinyl bzw.
Fluorescein). Um zu uberprifen, ob die Modifikationen fir den Nachweis des Peptids
essenziell sind, wurde das unmodifizierte bzw. das nur C- oder N-terminal modifizierte Peptid
im Reaktionsansatz eingesetzt. Da keine der drei Peptidvarianten massenspektrometrisch
nachweisbar war, beinhalteten die im weiteren Verlauf untersuchten Peptide am C-Terminus

einen Fluorescein (FL)- und am N-Terminus einen Biotinylrest (Bio).

Fir jedes Peptid wurde zunéachst die spezifische Fragmentierung (Vorlaufer-lon = Produkt-
lon) und die daflir optimale Konus-Spannung und Kollisionsenergie am MS ermittelt (siehe
Tab. 11.1). Um Isoform-spezifische Aussagen Uber die Xylosylierung der Peptide tatigen zu
kénnen, wurden die zu testenden Peptide mit Zellkulturiiberstanden inkubiert, die nur eine
der beiden XT-Isoformen (XT-I oder XT-Il) enthielten. Generiert wurden die Uberstande
durch die Kultivierung von CHO pgsA-745 Zellen, die zuvor mit einem Plasmid transfiziert
wurden, das entweder die gesamte XT-I (pSS1) oder XT-Il (pCMV6-XL6-XYLT2) cDNA
enthielt. Durch die urspringliche XT-Defizienz der CHO pgsA-745 Zellen entstanden CHO-
Zellen, die die jeweiligen Volllangenproteine exprimierten [140]. Nach einer Inkubation von
24 h bei 37 °C wurden die Reaktionsansatze fir 10 min bei 99 °C denaturiert, zentrifugiert
und der Uberstand fur die MS Analyse verwendet. Die Isoform-spezifischen Xylosylierungen
wurden massenspektrometrisch, durch die Quantifizierung der integrierten Peakflachen des
xylosylierten Peptids, ermittelt und vergleichend zueinander ins Verhaltnis gesetzt. Zunachst
wurden vom K1-Peptid abgeleitete Peptide getestet, die sich an unterschiedlichen AS-

Positionen vom K1-Peptid unterschieden (Tab. 3.3).
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Tabelle 3.3: AS-Sequenzen Kl-abgeleiteter Peptide und das jeweilige Verhaltnis der Isoform-spezifischen
Xylosylierung. N.x. = nicht xylosyliert; Bio = Biotinyl; FL = Fluorescein.

AT s Sequenz (13 0 e
K1 Bio-QEEEGSGGGQKK-FL 1,0:1,7

P1 Bio-QLTTGSGGGQKK-FL 1,7:1,0

P2 Bio-QEEERSGGGQKK-FL n.x.

- 1N Bio- EEEGSGGGQKK-FL 1,0:1,3

K3 Bio- EEEGSGGGQ K-FL 1,0:1,7

Aus den ermittelten Verhdltnissen (Tab. 3.3) wurde ersichtlich, dass drei der finf getesteten
Peptide starker von der XT-II xylosyliert wurden (rote Zahlen). Dabei wurden das K1- und
das K3-Peptid jeweils 1,7-fach und das -1N-Peptid 1,3-fach starker von der XT-Il xylosyliert.
Im Vergleich zum K1-Peptid fehlte den Peptiden -1N und K3 die N-terminale Aminoséure
Glutamin (Q), das K3-Peptid unterschied sich zusatzlich durch das Fehlen des C-terminalen
Lysins (K). Beim P2-Peptid wurde an funfter Position im Peptid ein Glycin (G) durch ein
Arginin (R) substituiert. Durch den dadurch bedingten Verlust des -G-S-G- Motives kam es
durch keine der beiden Isoformen zu einer Xylosylierung des Peptids (nicht xylosyliert, n.x.).
Das P1-Peptid wurde zwar XT-1 spezifischer (1,7-fach, griin) xylosyliert, jedoch waren die
quantifizierten Peakflachen vergleichsweise gering, was fur einen geringen Gesamtumsatz
des Peptides spricht (siehe Tab. 11.1).

In einer kirzlich veroffentlichten Studie wurden die XT-l Aktivititen von HEK293-ZKU
vergleichend unter Verwendung diverser Akzeptoren einer Peptid-Bibliothek bestimmt [141].
Die Bibliothek entstand durch die sukzessive Substitution aller AS eines vom Bikunin
abgeleiteten Molekiils (QEEEGSGGGQGG) durch alle 20 proteinogenen AS. Durch einen
Lumineszenz-Assay wurde die XT-I Aktivitat fur jedes Peptid der Bibliothek bestimmt und in
ein prozentuales Verhdltnis zum Bikunin gesetzt. Ausgehend von diesen Ergebnissen
wurden finf Peptide, fiir die in der Studie eine hohe XT-I Aktivitat nachgewiesen wurde,
ausgewahlt und deren Isoform-spezifische Xylosylierung massenspektrometrisch detektiert
(Tab. 3.4).
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Tabelle 3.4: AS-Sequenzen abgeleiteter Peptide aus der Publikation von Briggs et al. und das jeweilige
Verhéltnis der Isoform-spezifischen Xylosylierung; Bio = Biotinyl; FL = Fluorescein.

KE-74301 Bio-QEEEGSGGPQGGK-FL 1,0:1,0
KE-74302 Bio-QEEEGSGVGQGGK-FL 1,0:1,3
KE-74303 Bio-QESSGSGGGQGGK-FL 2,2:1,0
KE-75524 Bio-QEPEGSGGGQGGK-FL 1,0:2,0
KE-75527 Bio-QESEGSGGGQGGK-FL 1,0:1,0
KE-75528 Bio-QEESGSGGGQGGK-FL 1,0:1,0

Die aus der Publikation abgeleiteten Peptide hatten eine Lange von 12 AS und wurden mit
dem Biotinyl- bzw. Fluoresceinrest am N- und C-Terminus synthetisiert. Das Fluorescein war
dabei jeweils an ein endstandiges Lysin (K) gebunden. Das Peptid KE-74301, bei dem eine
AS an der 8. Position im Peptid substituiert wurde (G - P), wurde von beiden XT gleich stark
xylosyliert. Das Peptid KE-74302, das im Vergleich zum Bikunin an der 7. Position ein Valin
(G > V) aufwies, wurde 1,3-fach starker von der XT-II xylosyliert. Das Peptid KE-74303, bei
dem an der dritten und vierten Position jeweils ein Glutamat durch ein Serin (E > S)
substituiert wurde, wurde 2,2-fach starker von der XT-I xylosyliert. Dartiber hinaus wurde,
anhand der Peakflachen, ein hoher Gesamtumsatz des Peptides detektiert (siehe Tab. 11.1).
Das durch die einzelne Substitution des Glutamats (3. AS-Position im Bkiunin-Peptid) durch
Prolin (KE-75524) entstandene Peptid wurde 2,0-fach starker von der XT-Il umgesetzt. Eine
Serin-Substitution (E > S) an derselben Stelle fihrte zu keiner Isoform-spezifischen
Xylosylierung des entstandenen Peptids (KE-75527). Nach der Substitution eines einzelnen
Serins an der vierten Position im Peptid (KE-75528) konnte ebenfalls keine Isoform-

spezifische Xylosylierung des Akzeptors detektiert werden.

3.3.2 Validierung des XT-I spezifischen MS XT-Aktivitatstests unter
Verwendung des Akzeptorpeptids KE-74303

Die weiterfuhrenden Optimierungen des MS XT-Tests wurden unter Verwendung des
Peptides KE-74303 als Akzeptor durchgefihrt. Als Enzymquelle wurden weiterhin die
Isoform-spezifischen Zellkulturiiberstande verwendet. Zunachst wurden die
Inkubationszeiten variiert und die resultierenden Isoform-spezifischen Umsétze, durch

Quantifizierung der Peakflachen der xylosylierten Peptide, zeitabhangig bestimmt (Tab. 3.5).
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Tabelle 3.5: Isoform-spezifische Xylosylierung des Peptids KE-74303 in Abh&angigkeit zur Inkubationszeit.

] ) Peptid-Xyl o
Inkubationszeit (arbitrary unit) Verhaltnis
[h] XT-] XTIl (XT-1: XT-II)

4 4613 2335 2,0:1,0

18 31222 15799 2,0:1,0

24 27819 12778 2,2:1,0

41 24915 22968 1,1:1,0

Durch das Variieren der Inkubationszeiten konnte gezeigt werden, dass das Peptid KE-
74303 nach 24 h am spezifischsten von der XT-I xylosyliert wurde und die Verhaltnisse sich
nach einer Inkubationszeit von 41 h anglichen. Anhand der Peakfachen des xylosylierten
Peptids wurde ersichtlich, dass der Gesamtumsatz nach 4 h Inkubationszeiten fir beide XT-
Isoformen gering war. Im Gegensatz dazu wurden nach 18 h die hdchsten Peakflachen
guantifiziert.

Als néchstes wurde die Linearitdt des Tests, unter Verwendung des Peptids KE-74303 und
ausschlieRlich XT-I spezifischer Uberstande, bestimmt. Dazu wurden die Reaktionsansatze
fur 24 h bei 37 °C inkubiert und die Peakflachen der xylosylierten Peptide in Abhangigkeit
zum Injektionsvolumen bestimmt (Abb. 3.16).
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Abbildung 3.16: Lineare Regression zur Bestimmung der Linearitdt des MS XT-Tests nach Injektion
verschiedener Reaktionsvolumina. Aufgetragen wurden die aus der XT-I katalysierten Xylosylierung des KE-
74303 Peptids resultierenden Peakflachen gegen die Injektionsvolumina.

Fur die lineare Regression wurde die massenspektrometrisch ermittelte Peakflache des

xylosylierten KE-74303 Peptides gegen das jeweilige Injektionsvolumen der Probe
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aufgetragen. Das sich aus der linearen Regression ergebende BestimmtheitsmafR (R?) von

0,9973 zeigte, dass der Test bis zu einem Injektionsvolumen von mindestens 10 pL linear ist.

3.3.3 Methodenvergleich zur Bestimmung der XT-I Aktivitat

Fir die Validierung wurden die XT-Aktivitdten verschiedener Proben vergleichend mit dem
radiochemischen (RC) und dem MS XT-I Test ermittelt. Fir die Quantifizierung der
massenspektrometrisch bestimmten Proben wurde eine Standardreihe vermessen, die das
xylosylierte Peptid in unterschiedlichen Konzentrationen enthielt. Bei den Proben handelte es
sich um Zellkulturiiberstande zweier neonataler NHDF Zelllinien (NHDF1, NHDF2) und einer
XT-I defizienten Fibroblastenzelllinie (XT-Ipef), die durch unterschiedliche
Kultivierungsbedingungen (basal, serumreduziert, TGF-B1 induziert) der Zellen entstanden.
Zur Bildung der in Tabelle 3.6 angegebenen Verhdltnisse wurden die flir die jeweilige
Bedingung und Zelllinie ermittelten dpm-Werte (RC-Test) bzw. die Peakflachen des
xylosylierten Peptids (MS-Test) gemittelt und zueinander ins Verhaltnis gesetzt.

Tabelle 3.6: Vergleichsmessungen zwischen dem RC XT-I Test und dem MS XT-I Test. Verglichen wurde
jeweils das Verhaltnis der gemittelten Testwerte (dpm-Werte (RC-Test) oder Peakflachen des xylosylierten KE-
74303 Peptids (MS-Test)) fur verschiedene Zelllinien unter unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen.
Zuséatzlich wurden die induktiven Effekte (Anderung der XT-Aktivitdét nach TGF-B1 Induktion) berechnet und

miteinander vergleichen. Berechnet wurden jeweils die Mittelwerte von zwei biologischen und zwei technischen
Replikaten.

Bedingung Vergleich RC MS
< 0 NHDF1 : NHDF2 0,98 1,01
5 0 NHDF1 : XT-Iper 1,75 1,32
ot NHDF2 : XT-Ipes 1,79 1,31

.- NHDF1 : NHDF2 0,84 0,81

20083 NHDF1 : XT-Iper 12,18 5,04

e+ NHDF2 : XT-lpef 14,55 6,23
< 0 NHDF1 : NHDF2 2,21 2,95
o O NHDF1 : XT-lpes 7,77 10,11
-t NHDF2 : XT-Iper 3,51 3,43
N NHDF1rer: NHDF1o, 7,03 4,02
e NHDF27er : NHDF20: 8,25 5,00
L0
g XT-Ioer (16 - XT-Ioer 01 1,01 1,05

In Tabelle 3.6 sind die im RC- und MS XT-I Test ermittelten XT-Aktivitdtsverhaltnisse der
einzelnen Zelllinien zueinander aufgelistet. Die Zellen wurden jeweils basal (10 % FCS),
serumreduziert (0,1 % FCS) oder serumreduziert und mit TGF-B1 induziert (0,1 % FCS +
TGF- B1) kultiviert.

Die anhand der Werte des RC-Tests ermittelten Verhéaltnisse zwischen den beiden NHDF

(NHDF1:NHDF2) stimmten fir alle Bedingungen mit denen des MS XT-I Tests Uberein. Im
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Vergleich zum MS-Test waren die durch den RC XT-Test berechneten Verhéltnisse
zwischen den NHDF und der XT-I defizienten (XT-lper) Zelllinie meist héher, wobei die
Unterschiede nach Behandlung der Zellen mit TGF-B1 am gréf3ten waren. Zusatzlich wurde
noch der durch TGF-B1 vermittelte, induktive Effekt fur jede Zelllinie bestimmt. Dabei wurden
die nach TGF-B1-Induktion ermittelten Werte zu denen ins Verhdltnis gesetzt, die nach
serumreduzierter Kultivierung der Zellen ermittelt wurden. Beide Tests zeigten, dass TGF-f1
keinen induktiven Effekt auf die XT-I Aktivitdt in den XT-I defizienten Zellen hatte. Fur die
NHDF konnten durch beide Tests induktive Effekte gezeigt werden, wobei die im RC-Test
ermittelten Effekte allesamt starker waren.

3.4 Charakterisierung der ECM-Homd6ostase und Myofibroblasten-
Differenzierung dermaler Fibroblasten eines Patienten mit einer XYLTL1-
Defizienz assoziierten skeletalen Dysplasie

Skeletale Dysplasien sind eine Gruppe von vererbbaren genetischen Erkrankungen, die vor
allem das Knochen- und Knorpelgewebe betreffen. Eine Form der skeletalen Dysplasie ist
die Desbuquois skeletale Dysplasie (DBSD), die in zwei Typen unterschieden werden kann.
Wahrend DBSD Typ1 durch Mutationen im CANT1 Gen ausgeldst wird [142], sind autosomal
rezessive Mutationen im XYLT1 Gen meist fur die Entwicklung von DBSD Typ2
verantwortlich [65]. Konigsbruggen et al. charakterisierten kirzlich dermale Fibroblasten
eines Patienten, die compound heterozygote Mutationen im XYLT1 Gen aufwiesen. Diese
waren durch eine 3,3 Mb groRe Deletion auf Chromosom 16 und eine 18 bp Deletion
innerhalb der Intron 7/Exon 8 Grenze auf dem zweiten Allel charakterisiert und fihrten zur
Bildung von vier stark verkirzten, alternativen XYLT1 mRNA-Transkripten. Der Patient

entwickelte eine skeletale Dysplasie, die Ahnlichkeiten zu der DBSD aufwies [66].

Bisher wurden humane XYLT1-Mutationen meist mit skeletalen Erkrankungen assoziiert,
wobei die XT-I auch als Mediator der Myofibroblasten-Differenzierung beschrieben wurde
[76, 143]. Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit erstmals, durch die Charakterisierung der
beschriebenen Patientenfibroblasten, untersucht werden, ob Mutationen im XYLT1-Gen
Auswirkungen auf die Myofibroblasten-Differenzierung, ECM-Zusammensetzung und

zellulare Seneszenz dermaler Fibroblasten haben.

3.4.1 Vergleich der basalen Genexpressionen und XT-Aktivitaten

Um die basale Genexpression der Patientenfibroblasten mit denen zweier neonataler NHDF
(M1FS, M1DFS) Zelllinien zu vergleichen, wurden die Zellen in einer Zelldichte von
50 Zellen/mm? ausgeséat und fiur 48 h kultiviert. Nach RNA-Isolierung und cDNA-Synthese
wurden gPCR-Analysen zur Bestimmung der basalen mRNA-Expressionslevel

unterschiedlicher Gene durchgefihrt.
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Abbildung 3.17: Vergleich der basalen, relativen mRNA-Expressionen und XT-Aktivitaten von Kontroll-
und Patienten-Fibroblasten. Die Kontroll (n=2) und Patienten Fibroblasten wurden in einer Zelldichte von
50 Zellen/mm? ausgesat. Am nachsten Tag wurde das Zellkulturmedium gewechselt und die Zellen fir weitere
48 h kultiviert. Danach wurde die RNA der Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde
verwendet, um die relativen mMRNA-Expressionslevel der Gene XYLT1 (a), XYLT2 (b), TGF-B7 (c), ACTA2 (d) und
DCN (e) mittels gPCR zu bestimmen. Die intrazellularen (f) und extrazelluldaren XT-Aktivitdten (g) wurden nach
72 h im MS XT-| Test bestimmt. Fir die relative Quantifizierung der Proben wurden Standards vermessen, die
das xylosylierte Peptid KE-74303 in bekannten Konzentrationen enthielten. Die daraus resultierenden Werte
[ug/L] wurden auf die DNA-Konzentration normiert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler fur je drei
biologische und drei (Genexpression) bzw. zwei (XT-Aktivitat) technische Replikate (ns = nicht signifikant; *** =
p<0,001; **** = p<0,0001).

Im Vergleich zu den Kontrollen zeigten die Patienten-Fibroblasten eine basal 0,1-fach
verminderte XYLT1 mRNA Expression, wohingegen keine Unterschiede in der XYLT2
Expression detektiert wurden (Abb. 3.17 a,b). Interessanterweise wurden fir die Expression
des, die Myofibroblasten-Differenzierung induzierenden, Zytokins TGF-B1 1,8-fach hoéhere
MRNA-Level in den Patienten-Zellen nachgewiesen (Abb. 3.17 c). Die Genexpressionen des
Myofibroblasten-Markers ACTA2 und des PG core-Proteins DCN waren, im Vergleich zu den
Kontrollzellen, 0,5-fach und 0,1-fach reduziert (Abb. 3.17 d,e). Die basalen intrazellularen
(Lysat) und extrazellularen (ZKU) XT-Aktivitaten wurden nach einer Kultivierungszeit von
72 h bestimmt, wobei der in dieser Arbeit entwickelte MS XT-I Test verwendet wurde. Im
Vergleich zu den Kontrollen waren die intrazelluldaren- und extrazellularen XT-Aktivitaten
unter basalen Bedingungen bei den Patienten-Fibroblasten gleich stark vermindert (jeweils
0,1-fach, Abb. 3.17 f,g).
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3.4.2 Vergleich der Genexpressionen und XT-Aktivitaten nach TGF-p1
vermittelter Induktion der Myofibroblasten-Differenzierung

Zur Induktion der Myofibroblasten-Differenzierung wurden die Fibroblasten einen Tag nach

Durchfiihrung eines Serumentzugs mit bzw. ohne 5 ng/mL TGF-$1 behandelt.
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Abbildung 3.18: Vergleich der relativen mRNA-Expressionen und XT-Aktivitdten von Kontroll- und
Patienten-Fibroblasten nach serumreduzierter Kultivierung und TGF-B1 Induktion. Die Kontroll (n=2) und
Patienten-Fibroblasten wurden in einer Zelldichte von 50 Zellen/mm2 ausgesat. Am néchsten Tag wurde ein
Serumentzug fir 24 h durchgefiihrt und die Zellen danach mit TGF-B1 induziert oder weiter in serumreduziertem
Medium kultiviert. Nach 48 h wurde die RNA der Zellen isoliert und in cDNA umgeschrieben. Mittels gPCR
wurden die relativen mRNA-Expressionslevel der Gene XYLT1 (a), XYLT2 (b), TGF-B871 (c), ACTA2 (d) und DCN
(e) mittels gPCR bestimmt. Die intrazellularen (f) und extrazellularen XT-Aktivitdten (g) wurden nach 72 h im MS
XT-1 Test bestimmt. Fiur die relative Quantifizierung der Proben wurden Standards vermessen, die das
xylosylierte Peptid KE-74303 in bekannten Konzentrationen enthielten. Die daraus resultierenden Werte [pg/L]
wurden auf die DNA-Konzentration normiert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler fur je drei biologische
und drei (Genexpression) bzw. zwei (XT-Aktivitat) technische Replikate (ns = nicht signifikant; ** = p<0,01; *** =
p<0,001; **** = p<0,0001).
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Im Vergleich zu den Kontrollen war die basale XYLT1 Genexpression unter
serumreduzierten Kultivierungsbedingungen in den Patienten-Zellen 0,1-fach vermindert. Die
nach TGF-B1-Behandlung beobachteten induktiven Effekte bzgl. der XYLT1 Expression
waren in den Patienten-Zellen (8,7-fach) schwécher als in den Kontrollzellen (13,2-fach)
(Abb. 3.18 a). Interessanterweise waren die XYLT2 mRNA Level unter serumreduzierten
Kultivierungsbedingungen zwischen Kontroll- und Patientenfibroblasten vergleichbar. Die
TGF-B1 Supplementierung des Mediums fiihrte ebenfalls zu gleich starken, induktiven
Effekten (jeweils 1,2-fach) (Abb. 3.18 b). Die TGF-B7 Genexpression war auch unter
serumreduzierten Zellkulturbedingungen in den Patienten-Fibroblasten tendenziell erhdht,
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wobei der Unterschied nicht signifikant war. Nach Induktion der Zellen erh6hte sich die TGF-
B1 Expression in den Kontrollzellen 3,6-fach, in den Patientenzellen nur 1,6-fach (Abb. 3.18
c). Unter Serumentzug exprimierten die Fibroblasten des Patienten im Vergleich zu den
Kontrollen 0,2-fach weniger ACTA2. Wahrend die Kontrollzellen nach TGF-B1 Induktion
8,6-fach hthere mRNA Level des Myofibroblasten-Markers aufwiesen, wurde die Expression
in den Patienten-Fibroblasten nur 1,3-fach induziert (Abb. 3.18 d). Die Zellen des Patienten
exprimierten das PG core-Protein DCN unter Serumentzug 0,1-fach geringer als die Kontroll-
Fibroblasten. Die Expression wurde nach Supplementierung mit TGF-B1 sowohl in den

Kontrollen (0,3-fach), als auch in den Patientenzellen (0,4-fach) reprimiert (Abb. 3.18 e).

Unter Serumentzug wurden intrazellular (0,6-fach) und extrazellular (0,7-fach) verminderte
XT-Aktivitaten in den Patientenzellen nachgewiesen. Bei den Kontrollzellen resultierte die
TGF-B1 Behandlung nach 72 h in einer 13,5-fach erhdhten intrazellularen XT-Aktivitat. In den
Patienten-Zellen wurde hingegen keine Anderung der intrazellularen Enzymaktivitat nach der
Behandlung mit dem Zytokin festgestellt. Eine Supplementierung des Zellkulturmediums mit
TGF-B1 fuhrte sowohl bei den Kontrollen (3,8-fach), als auch bei den Fibroblasten des
Patienten (1,5-fach) zu einer Erh6hung der extrazellularen XT-Aktivitat, wobei die induktiven
Effekte bei den Kontrollen erneut starker waren (Abb. 3.18 f, g).

3.4.3 Quantifizierung der a-SMA Proteinexpression

Aufbauend auf den Ergebnissen der Genexpressionsanalyse wurde eine Immunfarbung zum
Nachweis des a-SMA Proteins in den Kontroll- und Patientenfibroblasten durchgefuhrt. Dafur
wurden die Zellen wie zuvor unter drei unterschiedlichen Zellkulturbedingungen (basal,
serumreduziert, TGF-B1-induziert) kultiviert und nach 120 h fur die Immunfarbung fixiert. Im
Vergleich zu den Patienten-Fibroblasten wurde fir die Kontrollzellen unter allen
Kultivierungsbedingungen eine hohere (korrigierte) absolute Zell-Fluoreszenz (corrected total
cell fluorescence, CTCF) ermittelt (Abb. 3.19 a,b). Im Vergleich zur Standardkultivierung der
Kontrollzellen fuhrte ein Serumentzug zu einer 0,3-fachen Verminderung des
Fluoreszenzsignals (Abb. 3.18 b). Nach der TGF-f1 vermittelten Induktion der
Myofibroblasten-Differenzierung wurde eine 2,9-fach hohere Fluoreszenz ermittelt
(Abb. 3.19 b). Die induzierten Kontroll-Fibroblasten zeigten dabei einen charakteristischen
Myofibroblasten-Phanotyp, der sich u.a. durch die Ausbildung von Stressfasern &auf3erte
(Abb. 3.19 a). Bei den Patienten-Fibroblasten war die ermittelte Fluoreszenz unter basalen
Bedingungen am héchsten. Durch hohe Standardfehler unterschieden sich die nach basaler
Kultivierung berechneten CTCF-Werte allerdings nicht signifikant von denen, die unter
serumreduzierten Bedingungen oder nach Induktion mit TGF-B1 ermittelt wurden. Die a-SMA
Expression lie@ sich in den Patienten-Fibroblasten nicht induzieren und die Zellen

entwickelten keine charakteristische Myofibroblasten-Morphologie. Auch die Zelldichte der
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Patienten-Fibroblasten war, vor allem unter Serumentzug und nach TGF-B1-Induktion,

geringer als die der Kontrollzellen.

Erganzend zur Immunfarbung wurde die basale a-SMA Proteinexpression mittels Western
Blot-Analyse in den Kontroll- und Patientenzellen quantifiziert. Wahrend die Kontrollzellen
das Glattmuskelaktin (42 kDa) ahnlich stark exprimierten, wurden im Lysat der

Patientenzellen nur sehr geringe Konzentrationen des Proteins nachgewiesen. Die

Bandenintensitat war dabei 0,1-fach schwéacher als die gemittelte Bandenintensitat der

Kontrollen (Abb. 3.19 c).
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Abbildung 3.19: Quantifizierung der a-SMA Proteinexpression von Kontroll- und Patienten-Fibroblasten
mittels Immunfluoreszenz und Western Blot-Analyse. Kontroll- (n=2) und Patienten-Fibroblasten wurden in
einer Zelldichte von 50 Zellen/mm?2 ausgesat und 0.N. inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen fur 24 h
entweder in Standard- oder serumreduziertem Zellkulturmedium weiterkultiviert. Danach wurden die unter
serumreduzierten Bedingungen kultivierten Zellen entweder mit TGF-B1 oder einem &quivalenten Volumen
Wasser behandelt und fir weitere 120 h kultiviert. Die Zellen wurden fixiert und die a-SMA Proteinexpression
fluoreszenzbasiert detektiert (a) und mittels ImageJ quantifiziert (b). Fur die Western Blot-Analyse wurden die
Zellen fur 72 h in Standard Zellkulturmedium kultiviert, lysiert und die Proteinkonzentration im BCA-Assay
bestimmt. 20 upg Protein wurden jeweils mittels SDS-PAGE separiert und anschlieBend auf eine
Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran transferiert. Der primare a-SMA Antikorper, sowie der primare GAPDH-
Antikorper (Ladekontrolle) wurden 1:2000 verdinnt. Die Intensitaten der Proteinbanden wurden mit ImageJ
quantifiziert und die ProduktgréBen anhand eines aufgetragenen Grof3enmarkers bestimmt. Gezeigt sind
Mittelwerte und Standardfehler von jeweils zwei biologischen und drei technischen Replikaten (hs = nicht
signifikant; * = p<0,1; ** = p<0,01; **** = p<0,0001). MaRstab = 100 um.
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3.4.4 Quantifizierung der TGF-B1 Proteinexpression

Fur die Quantifizierung der TGF-B1 Proteinkonzentration im ZKU der Kontroll- und Patienten-
Fibroblasten, nach Kultivierung unter basalen- und serumreduzierten Bedingungen, wurde
ein kommerzieller Assay verwendet (Quantikine ELISA Kit, R&D,). Die ermittelten TGF-$1
Konzentrationen wurden anschlieBend jeweils auf die DNA-Konzentration der Zellen

normiert.
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Abbildung 3.20: Quantifizierung der TGF-B1 Proteinkonzentration im ZKU von Kontroll- und Patienten-
Fibroblasten. Kontroll- (n = 2) und Patienten-Fibroblasten wurden in einer Zelldichte von 50 Zellen/mm?
ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen entweder in Standardmedium oder unter serumreduzierten
Bedingungen (0,1 % FCS) fir 72 h weiterkultiviert. Danach wurde der ZKU gesichert und das latente TGF-B1
durch Ansduerung aktiviert. Nach der Neutralisierung wurde die TGF-B1 Konzentration der Proben in
Doppelbestimmung mit dem Quantikine ELISA Kit bestimmt. Das Prinzip des Assays beruht auf der Umsetzung
eines Substrates durch die an den sekundaren TGF-B1 Antikérper gebundene Peroxidase und der
photometrischen Quantifizierung des Produktes. Die bei 450 nm gemessene Absorption ist dabei proportional zur
TGF-B1 Konzentration der Probe. Durch das Mitflihren einer Standardreihe konnte die TGF-B1-Konzentration
[pg/mL] der Proben bestimmt und auf den DNA-Gehalt [ng/uL] der Proben normiert werden. Gezeigt sind
Mittelwerte und Standardfehler fir je drei biologische und zwei technische Replikate (ns = nicht signifikant).

Die im ZKU bestimmten TGF-B1 Proteinkonzentrationen waren bei den Patienten-
Fibroblasten unter basalen Bedingungen (10 % FCS) 1,1-fach hoher als die der
Kontrollzellen, wobei der Unterschied nicht signifikant war. Im Vergleich zu den Kontrollzellen
waren die TGF-B1 Konzentrationen im ZKU der Patientenzellen unter serumreduzierten
Kultivierungsbedingungen 1,4-fach niedriger, wobei der Unterschied nicht signifikant war
(Abb. 3.20).

3.4.5 Wundheilungs- und Kontraktionsassay
Myofibroblasten spielen eine wichtige Rolle bei der Wundheilung und weisen, im Vergleich
zu undifferenzierten Fibroblasten, eine erhdhte Kontraktilitat auf [144]. Um Aussagen uber

die Myofibroblasten-Differenzierung von Kontroll- und Patientenfibroblasten treffen zu
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kénnen, wurden Wundheilungs- und Kontraktionsassays nach TGF-f1 Induktion der Zellen

durchgefinhrt.

Fur den Wundheilungsassay wurde mit Hilfe einer Pipettenspitze eine artifizielle Wunde in
den Zellmonolayer eingefiigt und die Migration der Zellen Uber einen Zeitraum von 72 h
beobachtet. Unter Serumentzug schlossen die Kontrollzellen die kiinstliche Wunde innerhalb
von 60 h. TGF-B1 induzierte Kontrollzellen migrierten anfangs sehr viel schneller in die
Wunde und erreichten nach 72 h eine 100%ige Konfluenz. Die Patienten-Fibroblasten fullten
die initial eingefiigte Wunde zu keinem Zeitpunkt und unter keiner der angewandten
Kultivierungsbedingungen vollstandig. Unter Serumentzug erreichten die Patientenzellen
nach 36 h eine Konfluenz von 61,5 %, innerhalb der folgenden 36 h stieg diese nur leicht auf
68,4 % an. Durch TGF-B1 Induktion migrierten die Zellen schneller in den Bereich der
artifiziellen Wunde, was nach 12 h zu einer Konfluenz in diesem Bereich flhrte, die mit der
der unbehandelten Kontrollzellen zum selben Zeitpunkt vergleichbar war (45 %). Im weiteren
Verlauf nahm die Konfluenz der induzierten Patienten-Fibroblasten im Vergleich zu den nicht
induzierten Kontrollzellen nur langsam zu, wodurch nach 36 h eine Konfluenz von 77,4 %
und nach 72 h eine Konfluenz von 86,2 % erreicht wurde (Abb. 3.21 a).

Fir die Bestimmung der Kontraktionsfahigkeit wurden die Zellen auf einer dreidimensionalen
Kollagenmatrix ausgesat und entweder serumreduziert kultiviert oder mit TGF-B1 behandelt.
Die Anderung der Gelflache wurde Uber einen Zeitraum von insgesamt 168 h dokumentiert.
Im zeitlichen Verlauf verminderte sich die Gelflache bei den Kontrollen von 100 % auf 81,4 %
(serumreduziert) bzw. 69,9 % (TGF-B1 induziert). Die unter serumreduzierten Bedingungen
kultivierten Patientenzellen kontrahierten tUber die gesamten 168 h des Assays nicht. Nach
Induktion mit TGF-B1 reduzierte sich die Flache des Gels auf 78,5 % und war dadurch mit

der der nicht induzierten Kontrollzellen vergleichbar (Abb. 3.21 b).
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Abbildung 3.21: Wundheilungs- und Kontraktionsassay von Kontroll- und Patienten-Fibroblasten. Fir den
Wundheilungsassay (a) wurden jeweils 1 x 108 Kontroll- (n=2) und Patienten-Fibroblasten in einer 60 x 15 mm
Zellkulturschale ausgeséat. Danach wurde mit Hilfe einer Pipettenspitze eine artifizielle Wunde in den
Zellmonolayer eingefiigt und die Zellen fiir 24 unter serumreduzierten Bedingungen kultiviert. Danach wurden die
Zellen entweder mit TGF-B1 oder einem aquivalenten Volumen Wasser behandelt und die Migration der Zellen im
Bereich der artifiziellen Wunde fur 72 h dokumentiert. Die Konfluenzen im Bereich der urspriinglich eingefiigten
Wunde wurden fur verschiedene Zeitpunkte mit ImageJ quantifiziert. Fir den Kontraktionsassay (b) wurden die
Zellen auf einer Kollagenmatrix ausgeséat. Nach einer Kultivierung von 24 h unter serumreduzierten Bedingungen
wurden die Zellen entweder mit TGF-B1 induziert oder mit einem aquivalenten Volumen Wasser behandelt. Die
Gele wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Uber einen Zeitraum von insgesamt 168 h fotografiert und die
Gelflachen mittels ImageJ quantifiziert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler fur je drei biologische und
drei technische Replikate.

3.4.6 Vergleich der zellularen Seneszenz

Um vergleichende Aussagen Uber die zellulare Seneszenz der Kontroll- und
Patientenfibroblasten tatigen zu konnen, wurden zwei Seneszenz-Assays durchgefihrt
(quantitativ und qualitativ), die beide auf dem Aktivitdtsnachweis der Seneszenz-assoziierten
(SA) B-Galaktosidase basieren.
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Abbildung 3.22: Qualitative und quantitative Bestimmung der zellularen Seneszenz von Kontroll- und
Patienten-Fibroblasten. Die Kontroll- (n=2) und Patienten-Fibroblasten wurden in einer Zelldichte von
50 Zellen/mm? ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen entweder in Standard- oder serumreduziertem
Zellkulturmedium weiterkultiviert. Die unter serumreduzierten Bedingungen kultivierten Fibroblasten wurden am
nachsten Tag entweder mit TGF-B1 oder einem aquivalenten Volumen Wasser behandelt. Fir den qualitativen
Seneszenzassay (a) wurden die Zellen nach 72 h mit einer 3%igen Formaldehyd-Ldsung fixiert und mit einer
Farbeldsung Uberschichtet, die das (SA) B-Galaktosidase-Substrat X-Gal (1 mg/mL) enthielt. Die Zellen wurden
0.N. bei 37 °C inkubiert und anschlieend mikroskopiert, wobei seneszente Zellen blau gefarbt waren. Fur den
quantitativen Assay (b) wurden die Zellen zunéchst identisch zum qualitativen Assay kultiviert. Nach Lyse und
Zentrifugation wurde der Uberstand mit einem Reaktionspuffer verdiinnt, der das (SA) B-Galaktosidase-Substrat
MUG enthielt. Nach einer Inkubation von 1 h bei 37 °C wurde die Absorption der Zellen bei 465 nm gemessen
und auf den Proteingehalt der Zellen normiert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler fir je drei biologische
und vier technische Replikate (*** = p<0,001; **** = p<0,0001). MalRstab = 100 um.

[MU-Fluoreszenz /pg Protein]

o
1

Der qualitative Seneszenz-Assay basiert auf der SA p-Galaktosidase katalysierten Hydrolyse
des Substrats X-Gal, wodurch blauliche Préazipitate entstehen. Diese kénnen mikroskopisch
detektiert und dadurch Rickschlisse auf die zellulare Seneszenz der Zellen gezogen
werden. Im Vergleich zu den Kontrollzellen bildeten die Patientenzellen wahrend aller

Kultivierungsbedingungen eine starkere zellulare Seneszenz aus. Dabei waren die
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Unterschiede  zwischen Kontroll- und Patientenzellen unter serumreduzierten
Kultivierungsbedingungen und nach Behandlung mit TGF-B1 am grof3ten. Die Morphologie
der Patientenzellen unterschied sich zusatzlich insbesondere nach TGF-B1-Induktion von der
der Kontrollzellen und war durch vergroferte, langliche Zellkérper charakterisiert. Auch die
Zelldichte der Patientenzellen war nach der Zytokinbehandlung, im Vergleich zu den

Kontrollzellen stark vermindert (Abb. 3.22 a).

Im gquantitativen Seneszenz-Assay wird der SA B-Galaktosidase katalysierte Umsatz des
Substrats  4-Methylumbelliferyl ~ B-D-Galaktopyranosid  (MUG) zu  7-Hydroxyl-4-
Methylcoumarin spektralphotometrisch bei 465 nm nachgewiesen, wobei die Bildung des
Produkts proportional zur zellularen Seneszenz ist. Die Ergebnisse dieses Tests stimmten
mit denen des qualitativen Seneszenz-Assays uberein, da die Patientenzellen unter allen

Kultivierungsbedingungen hohere zellulare Seneszenzen aufwiesen.

Im Vergleich zur Kultivierung unter Standardbedingungen nahm die Fluoreszenz der
Kontrollzellen unter serumreduzierten Kultivierungsbedingungen 3,6-fach zu. Im Vergleich
zur serumreduzierten Kultivierung nahm das Fluoreszenzsignal nach TGF-B1-Behandlung
zwar 0,7-fach ab, war aber dennoch hoher als unter basalen Bedingungen. Im Vergleich zu
den Kontroll-Fibroblasten war die zellulare Seneszenz der Patienten-Fibroblasten wahrend
aller Behandlungen erhoht. Durch die Kultivierung der Zellen unter serumreduzierten
Bedingungen erhohte sich die zellulare Seneszenz 7,6-fach im Vergleich zu der Seneszenz
unter basalen Bedingungen. Im Vergleich zur Kultivierung unter serumreduzierten
Bedingungen fuhrte die Induktion mit TGF-B1 zwar zu einer 0,4-fach- verminderten zellularen
Seneszenz der Patienten-Fibroblasten, diese war jedoch signifikant héher (2,7-fach) als die
der induzierten Kontrollzellen (Abb. 3.22 b).

3.5 Generierung eines CRISPR/Cas9-vermittelten XYLT1 knockouts in
neonatalen NHDF

Durch den Transfer aktivierter Xylose von UDP-Xylose auf ein PG core-Protein katalysiert
die XT-I den initialen Schritt der PG-Biosynthese. Veranderte XT-1 Aktivitaten stehen daher
im Zusammenhang mit diversen fibrotischen Erkrankungen, wie beispielsweise der
systemischen Sklerodermie und der Bildung hypertropher Narben [76]. Die zuvor
charakterisierten XT-I defizienten Patienten-Fibroblasten wiesen compound heterozygote
XYLT1 Mutationen auf, durch die auf einem der Allele noch andere Gene heterozygot mutiert
wurden. Um die Auswirkungen einer ausschlie3lichen XT-I Defizienz analysieren zu kénnen,
sollte im letzten Teil dieser Arbeit ein CRISPR/Cas9 vermittelter XYLT1 knockout in

neonatalen NHDF durchgefiihrt werden.
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3.5.1 Transfektion und FACS-Isolierung der neonatalen NHDF

Zunachst wurden 1 x 10° neonatale NHDF (M1FS) pro Kavitat einer 12-Kavitaten
Zellkulturplatte ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen, unter Verwendung von
Lipofectamine LTX, mit dem Plasmid pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) transfiziert. Der Vektor
enthielt, neben Cas9- und GFP-kodierenden Sequenzen, die zuvor klonierte gRNA-Sequenz

zur komplementéren Bindung im Exon 9 des XYLT1 Gens (Tab. 3.7).

Tabelle 3.7: Sequenz der komplementar im Exon 9 des XYLT1 Gens bindenden gRNA (antisense-Strang).

Gen Exon gRNA (52 3) PAM-Sequenz (5> 3")

XYLT1 9 CTGCAGGGTAGTTCCCGTAC AGG

Am Fluoreszenzmikroskop wurde 24 h nach der Transfektion, anhand der GFP-Expression

der Zellen, eine Transfektionseffizienz von etwa 30 % bestimmt (Abb. 3.23).

FITC Uberlagert

Abbildung 3.23: Bestimmung der Transfektionseffizienz nach erfolgreicher Transfektion neonataler NHDF
mit dem Plasmid pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458). In eine Kavitat einer 12-Kavitatenplatte wurden
1 x 105 M1FS-Zellen ausgesat und am nachsten Tag mit 1,5 pg des Plasmids PX458 transfiziert (Lipofectamine
LTX). Neben der im Exon 9 des XYLT1 Gens bindenden gRNA kodierte der Vektor u.a. fir GFP, wodurch die
Transfektionseffizienz nach 24 h visuell am Fluoreszenzmikroskop bestimmt werden konnte. MaRRstab = 100 um.

48 h nach der Transfektion wurden die Zellen enzymatisch vom Boden der Kavitéat abgeldst,
das nach Zentrifugation entstandene Zellpellet in PBS aufgenommen und die Zellsuspension
fur die fluoreszenzbasierte Separierung am FACS-Gerét (S3e Cell Sorter (BioRad, USA))
eingesetzt. Wahrend der Probenmessung wurde die Hauptzellpopulation manuell innerhalb
eines Dotplot-Diagrammes markiert, in dem die SSC (side scatter, Seitenstreuung) gegen
die FSC (forward scatter, Vorwartsstreuung) aufgetragen war (Abb. 3.24 a). Die SSC gilt
dabei als ein MaR fir die Granularitat von Zellen, wahrend die FSC ein Mal3 fur die Zellgré3e
darstellt. In einem Histogramm wurde die Verteilung der Fluoreszenzintensitaten innerhalb
der im Dotplot-Diagramm ausgewahlten Zellpopulation dargestellt. Fir den Sortiervorgang
wurden nur Zellen mit einer hohen Fluoreszenzintensitat (Abb. 3.24 b, gelber Kasten)

bertcksichtigt, wodurch insgesamt 10.715 Zellen isoliert wurden.
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Abbildung 3.24: Dotplot und Histogramm zur Selektion der zu isolierenden, GFP-positiven M1FS-
Zellpopulation am FACS-Gerat. In einer Kavitét einer 12-Kavitatenplatte wurden 1 x 10°> M1FS-Zellen ausgesat
und am nachsten Tag mit 1,5 pug des Plasmids PX458 transfiziert (Lipofectamine LTX). Neben der im Exon 9 des
XYLT1 Gens bindenden gRNA kodierte der Vektor u.a. fir GFP, wodurch 48 h nach der Transfektion transfizierte
von nicht transfizierten Zellen am FACS-Gerét fluoreszenzbasiert separiert werden konnten. Im Dotplot-
Diagramm wurde die gemessene Seitenstreuung (SSC), als MaR3 der Granularitdt, gegen die Vorwartsstreuung
(FSC), als ein Mal3 der ZellgroR3e, aufgetragen und die zu isolierende Zellpopulation manuell markiert (a). Im
daraus resultierenden Histogramm wurde die Fluoreszenzverteilung der ausgewahlten Zellpopulation dargestelit.
Zellen mit einer hohen Fluoreszenzintensitdt wurden erneut manuell markiert (b, gelber Kasten) und isoliert.
Insgesamt wurden 10.715 Zellen isoliert und in einem vorgelegten Volumen von 500 pL Zellkulturmedium
aufgenommen.

Die isolierten Zellen wurden in Zellkulturmedium aufgenommen und in einer Kavitat einer 24-
Kavitatenplatte ausgesat. Fir einen Grof3teil der FACS-separierten M1FS-Zellen konnte kurz

nach dem Ausséaen eine starke Fluoreszenz detektiert werden (Abb. 3.25).

Hellfeld FITC Uberlagert

Abbildung 3.25: Mit dem Plasmid pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458) transfizierte neonatale NHDF nach der
fluoreszenzbasierten Isolierung am FACS-Gerat. Durch die fluoreszenzbasierten Separierung der M1FS-
Zellen am FACS-Geréat wurden 10.715 Zellen separiert und in einem Volumen von 500 pL Zellkulturmedium
aufgenommen. In einer Kavitat einer 24-Kavitatenplatte wurden weitere 500 pL Standard Zellkulturmedium
vorgelegt und die Zellsuspension hinzugegeben. Unmittelbar nach dem Aussaen wurden die Zellen mikroskopiert
und die Fluoreszenz der Zellen am Fluoreszenzmikroskop (FITC-Kanal) detektiert. Mafl3stab = 100 pum.
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3.5.2 Zellvereinzelung und Mutationsnachweis transfizierter NHDF

Nach der Isolierung wurden die Zellen fiir zwei Wochen in Standardmedium kultiviert und
danach vereinzelt. Dazu wurde zunachst die Zellzahl bestimmt und eine Suspension mit
einer Konzentration von 5 Zellen/mL angesetzt. Pro Kavitat einer 96-Kavitatenschale wurden
200 pL der Suspension ausgesat und die restliche Zellsuspension fir die DNA-Isolierung

eingesetzt.

Nach Isolierung und Aufreinigung wurde die aus den transfizierten M1FS-Zellen isolierte
DNA in einer PCR als template fur die Amplifizierung des zur gRNA komplementaren
Bereiches im Exon 9 des XYLT1 Gens eingesetzt. Fir die Heteroduplex-Bildung wurden die
PCR-Amplifikate denaturiert und sukzessiv abgekuhlt. Durch die anschlieBende Inkubation
mit der T7-Endonuklease entstanden DNA-Fragmente, die nach Auftrennung im Agarosegel
detektiert wurden. Als Negativkontrolle wurde aus untransfizierten M1FS-Zellen isolierte DNA

eingesetzt und der zur gRNA-komplementare Bereich ebenfalls amplifiziert.

[bp] M WT XTIy,

501/ 489
331

190
111/110

Abbildung 3.26: T7-Endonuklease Assay zur Bestimmung der Mutationsrate nach Transfektion von M1FS-
Zellen mit dem Plasmid PX458. M1FS-Zellen wurden mit dem Plasmid PX458 transfiziert, auf dem u.a. eine
komplementér im Exon 9 des XYLT1 Gens bindende gRNA-Sequenz kodiert war. 48 h nach der Transfektion
wurde die genomische DNA der Zellen isoliert und der zur gRNA komplementére Bereich im Genom in einer
PCR-Reaktion amplifiziert. Fur die Heteroduplex-Bildung wurden 200 pg Amplifikat erhitzt und danach sukzessive
auf eine Temperatur von 25 °C abgekihlt. Nach einer Inkubation von 1 h bei 37 °C mit der T7-Endonuklease
wurden die Proben auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Als Kontrolle
diente ein PCR-Amplifikat genomischer DNA, die aus nicht transfizierten M1FS-Zellen isoliert und ebenfalls mit
der T7-Endonuklease inkubiert wurden (Wildtyp, WT). Im Gegensatz zu den WT-Amplifikaten, fir die lediglich ein
etwa 558 bp groRRes Produkt detektiert wurde, wurden fur die aus den transfizierten M1FS-Zellen (knockout, XT-
Ipef) Zwei weitere Fragmente einer Grof3e von etwa 331 und 190 bp im Agarosegel detektiert. Fiir das etwa 331 bp
groRe Fragment wurde mittels ImageJ die héchste Intensitat bestimmt (80 % der Gesamtintensitat aller Banden).
M = Marker.

Im Vergleich zur Negativkontrolle (WT), flir die nur ein etwa 558 bp grof3es Produkt
nachgewiesen werden konnte, wurden flr die aus den transfizierten Zellen (XT-lpef) isolierte
DNA zwei zusatzliche Produkte nach Inkubation mit der T7-Endonuklease im Agarosegel
detektiert (331 + 190 bp). Durch Quantifizierung der einzelnen Bandenintensitéaten (ImageJ)

wurde eine Mutationsrate von 80 % berechnet (Abb. 3.26).
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Einen Tag nach der Zellvereinzelung wurden die Zellkulturplatten mikroskopiert, Kavitaten,
die einzelne Zellen enthielten, markiert und das Wachstum der Zellen regelmaRig verfolgt.
Nach Erreichen einer 70%igen Konfluenz wurden die Zellen sukzessive passagiert, bis sie
schlie3lich konfluent auf einer 100 x 20 mm Zellkulturschale wuchsen. Von den anfangs 118
detektierten Einzelklonen sind nach etwa vier Wochen neun (7,6 %) konfluent gewachsen
und konnten geerntet werden. Ein Teil der Zellen wurde kryokonserviert und der restliche
Teil zur Isolierung der genomischen DNA lysiert. Zum Nachweis méglicher Mutationen wurde
der zur gRNA komplementdre Bereich im Exon 9 des XYLT1 Gens amplifiziert und das
gereinigte Amplifikat sequenziert. In Abbildung 3.26 ist exemplarisch das aus der DNA-
Sequenzierung von Klon 7 resultierende Chromatogramm dargestellt, das identisch zu
denen der weiteren acht Klone war. Im 5-Bereich war die Basenabfolge eindeutig
bestimmbar und identisch zu der der Referenz-Sequenz (genbank accession ID:
NG_015843.2). Ab drei Basen upstream der PAM-Sequenz (blaue Umrandung) und
innerhalb der zur gRNA komplementéren Sequenz (rote Umrandung) im Exon 9 des XYLT1
Gens wurden sich tberlagernde Signale detektiert, wodurch die Sequenzabfolge nicht mehr
eindeutig bestimmbar war (Abb. 3.27).

9-* ‘7’36 253 gRNA-Sequenz PAM

Referenzsequenz 54C TGCA GGGTAGTTCC CGTAC|AGG|TAATA GTCCA G-¥

cNNCNNNCGCfTNNN q G G|T T GT C C

XNVJ\ M\MM/\ M”\ m /\L/\ /\.’ |

Abbildung 3.27: Vergleich der DNA-Sequenz des mittels CRISPR/Cas9-System generierten Klon 7 mit der
Referenz-Sequenz im zur gRNA komplementaren Bereich innerhalb von Exon 9 des XYLT1 Gens. Die
dargestellte Sequenz beginnt bei Base g.+ 336.208 (genbank accession ID: NG_015843.2) in der aus M1FS-
Zellen isolierten genomischen DNA. Hervorgehoben sind die gRNA-Sequenz zur komplementéren Bindung im
Exon 9 des XYLT1 Gens (rote Umrandung) und die fir die Cas9-Bindung essenzielle PAM-Sequenz (blaue
Umrandung).

Zur Separierung der Allele und einer damit verbundenen, besseren Charakterisierung der

heterozygoten Mutationen (Klon 7), wurde eine TA-Klonierung durchgefihrt.
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g.-336.251

I gRNA-Sequenz PAM
Referenzsequenz 5’-a¢ctgcagggtagttcccgtadaggtaatagtccagetgeccaatgatttectgattcace-3°
Allel 1 ag¢ctgcagggtagttccc-tadaggtaatagtccagetgecccaatgatttcctgattcace
Allel 2 a¢ctgcagggtagt—-———-— tadaggtaatagtccagctgeccaatgatttcctgattcace

Abbildung 3.28: Sequenz-Alignment der Allel-spezifischen Sequenzen im Bereich der zur gRNA
komplementdren Sequenz im Exon 9 des XYLT1 Gens von Klon 7 mit der Referenzsequenz. Die beiden
Allele von Klon 7, der nach Anwendung des CRISPR/Cas9-Systems Mutationen im Exon 9 des XYLT1 Gens
aufwies, wurden mittels TA-Klonierung separiert und sequenziert. Die dargestellten Sequenzen beginnen an
Position g.-336.251 (genbank accession number NG_015843.2) in der aus den transfizierten M1FS-Zellen
isolierten genomischen DNA (Exon 9). Hervorgehoben sind die gRNA-Sequenz zur komplementéaren Bindung im
Exon 9 des XYLT1 Gens (rote Umrandung) und die fir die Cas9-Bindung essenzielle PAM-Sequenz (blaue
Umrandung).

Aus dem Alignment der durch die TA-Klonierung identifizierten Sequenzen mit der
Referenzsequenz wurde ersichtlich, dass die Cas9-Endonuklease den DSB drei Basen
upstream der PAM-Sequenz einfigte (Abb. 3.27, 3.28). In Folge fehlerhafter DNA-
Reparaturmechanismen entstanden im Genom der neonatalen M1FS-Zellen zwei
unterschiedliche Mutationen, die durch die Deletion von einer (Allel 1) bzw. von finf (Allel 2)
Basen charakterisiert waren (Abb. 3.28).

Tabelle 3.8: Spezifizierung der CRISPR/Cas9-vermittelten Mutationen im Exon 9 des XYLT1 Gens und deren
Auswirkung auf die Proteinbiosynthese.

Deletion [bp] Art der Mutation
1 Frameshift (p. (Tyr617fs))
Klon 7 5 Frameshift (p. (Tyr617fs))

Beide Mutationen fiihrten zu einer DNA-Leserasterverschiebung (frameshift-Mutation),
wodurch ein frilhzeitiges Stopp-Codon und folglich ein verkirztes XT-I Protein entstand (Tab.
3.8).

3.5.3 Erste Charakterisierung der neonatalen NHDF CRISPR-XYLT1 knockout
Zellen

3.5.3.1 Vergleich der Genexpression und extrazelluldren XT-Aktivitat

Um mogliche Auswirkungen der charakterisierten frameshift-Mutationen im Exon 9 des
XYLT1 Gens auf mRNA-Ebene nachzuweisen, wurde eine qPCR-Analyse der Gene XYLT1,
XYLT2 und ACTA2 durchgefiihrt. Da alle generierten Klone dieselbe Mutation aufwiesen,
wurde die mRNA-Analyse fur alle Klone (XT-lper) durchgefiihrt und die jeweils berechneten
relativen Genexpressionen fir jedes analysierte target gemittelt und mit denen der M1FS-
Wildtypzellen verglichen (Abb. 3.29).
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Abbildung 3.29: Vergleich der basalen, relativen mRNA-Expressionen und extrazellularen XT-Aktivitat von
Wildtyp- und XT-I defizienten M1FS-Zellen. Die Wildtyp- und XT-I defizienten (XT-lpef) M1FS Zellen (n = 9)
wurden in einer Zelldichte von 50 Zellen/mm?2 ausgesat. Am nachsten Tag wurde das Zellkulturmedium
gewechselt und die Zellen fur weitere 48 h mit Standard-Zellkulturmedium kultiviert. Nach RNA-Isolierung und
cDNA-Synthese wurden die relativen mRNA-Expressionslevel der Gene XYLT1 (a), XYLT2 (b), ACTA2 (c) und
TGF-B1 (d) mittels gPCR bestimmt. Die extrazellularen XT-Aktivitdten (e) wurden nach 72 h im MS XT-I Test
bestimmt. Fir die relative Quantifizierung der Proben wurden Standards vermessen, die das xylosylierte Peptid
KE-74303 in bekannten Konzentrationen enthielten. Die daraus resultierenden Werte [ug/L] wurden auf die DNA-
Konzentration normiert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler fur je neun biologische und drei
(Genexpression) bzw. zwei (XT-Aktivitat) technische Replikate (* = p<0,1; ** = p<0,01; **** = p<0,0001).

Im Vergleich zu den Wildtyp-Zellen wiesen die M1FS-Klone eine 0,1-fach verminderte
XYLT1-Genexpression (Abb. 3.29 a) auf. Im Gegensatz dazu wurden, vergleichend zum
Wildtyp, fur die Gene XYLT2 (Abb. 3.29 b, 1,3-fach) und ACTA2 (Abb. 3.29 c, 3,6-fach)
jeweils erh6hte mRNA-Expressionslevel nachgewiesen. Die TGF-1 mRNA-Expression der
Patientenzellen war vergleichend zu den Kontrollzellen 0,8-fach vermindert (Abb. 3.29 d).
Zusatzlich wurde die XT-l Aktivitdt im Zellkulturiiberstand mit Hilfe des in dieser Arbeit
etablierten MS XT-I Tests quantifiziert. Im Vergleich zu den Wildtyp-Fibroblasten war die
extrazellulare XT-I Aktivitdt in den XT-lpe-Zellen 0,3-fach reduziert (Abb. 3.29 e).

3.5.3.2 Vergleichende Quantifizierung der TGF-B1 Proteinexpressionen im ZKU

Neben der XT-1 Aktivitat wurde zusatzlich die TGF-1 Konzentration auf Proteinebene
quantifiziert. Die ermittelten Werte der CRISPR-Klone wurden gemittelt und mit denen der
Wildtypzellen verglichen. Die Zellen wurden fir 72 h mit Standard Zellkulturmedium kultiviert

und die TGF-B1 Proteinkonzentration in den Zellkulturiiberstanden bestimmt (Quantikine
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ELISA Kit, R&D). Die ermittelten Konzentrationen wurden anschlie3end jeweils auf die DNA-

Konzentration der Zellen normiert.
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Abbildung 3.30: Quantifizierung der TGF-B1 Proteinkonzentration im ZKU von M1FS Wildtypzellen und
XT-1 defizienten M1FS CRISPR-Klonen. M1FS-Wildtypzellen und XT-I defiziente M1FS CRISPR-Klone (n = 9)
wurden in einer Zelldichte von 50 Zellen/mm?2 ausgesat. Die Zellen wurden fur 72 h in Vollimedium kultiviert,
anschlieBend der ZKU gesichert und das latente TGF-B1 durch Ansduerung aktiviert. Nach der Neutralisierung
wurde die TGF-B1 Konzentration der Proben in Doppelbestimmung mit dem Quantikine ELISA Kit bestimmt. Das
Prinzip des Assays beruht auf der Umsetzung eines Substrates durch die an den sekundaren TGF-B1 Antikdrper
gebundene Peroxidase und der photometrischen Quantifizierung des dabei entstandenen Produktes. Die bei
450 nm gemessene Absorption ist dabei proportional zur TGF-1 Konzentration der Probe. Durch das Mitfiihren
einer Standardreihe wurde die TGF-B1-Konzentration [pg/mL] der Proben bestimmt und auf den DNA-Gehalt
[ng/uL] der Proben normiert. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardfehler fur je drei biologische und drei
technische Replikate (** = p<0,01).

Im Vergleich zu den Wildtypzellen waren die im ZKU bestimmten, gemittelten TGF-B1

Proteinkonzentrationen der XT-I defizienten (XT-lper) CRISPR-Klone basal signifikant 1,6-
fach erhoht (Abb. 3.30).
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4. Diskussion

Obwohl Erkrankungen, die mit Fibrosen assoziiert werden, als eine der Hauptursachen der
weltweiten Mortalitdt und Morbiditat gelten [145, 146], konnte bisher keine effiziente, anti-
fibrotische Therapie entwickelt werden [147]. Fir die Entwicklung mdoglicher Therapien
wurden bisher Molekile wie Zytokine (u.a. TGF-B1 [148] und Interleukine [149, 150]),
Integrine [151] und Matrix-Metalloproteasen (MMP) [152, 153] als mogliche zu inhibierende
targets in Betracht gezogen. In neueren Studien werden mikro-RNAs (miRNAs), u.a. miRNA-
29 [154, 155] und miRNA-101 [156], als targets zur Entwicklung neuer Therapieformen
diskutiert, da diese die Expression diverser ECM-assoziierter Gene regulieren.

Die XT-Isoformen katalysieren den initialen und geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der
PG-Biosynthese, weshalb veranderte XT-Serumaktivititen im Zusammenhang mit ECM-
assoziierten Erkrankungen stehen [52, 157]. Eine erhohte Enzymaktivitat tragt zur
Akkumulation von ECM-Komponenten und zur Bildung fibrotischen Gewebes bei [52, 56,
136]. Dadurch ist die XT-Aktivitat ein Biomarker manifestierter fibrotischer Erkrankungen und
ein mdogliches anti-fibrotisches target. [57, 76, 136, 139]. In dieser Arbeit sollte die
inhibitorische Wirkung verschiedener Molekile auf die XT-Aktivitdt untersucht werden.
Dariber hinaus sollten die Auswirkungen einer verminderten XT-Aktivitat in
unterschiedlichen Zelltypen untersucht und erstmals XT-lI defiziente NHDF mittels
CRISPR/Cas9 gene-editing generiert werden, die ein optimales Modell fiir die funktionale

Charakterisierung der XT-1 darstellen wirden.

4.1 Potenzial von UDP und verschiedenen GAG zur Inhibition der XT-
Aktivitat

Bisherige Studien zur Inhibition der XT-Aktivitéat fokussieren sich ausschlief3lich auf zellfreie
Systeme [45, 137]. Eine intrazellulare Inhibition ist von Faktoren wie der Halbwertszeit der
inhibierenden Molekile und deren Transport in die Zelle abhangig, wodurch die
Identifizierung geeigneter Inhibitoren gegeniber zellfreien Systemen erschwert wird. In
einem zellfreien System konnten Casanova et al. zeigen, dass das Nukleotid UDP und die
GAG Heparin und DS eine konzentrationsabhangige, inhibitorische Wirkung auf die XT-
Aktivitat haben [137]. Aufbauend auf diesen Arbeiten sollte im ersten Teil dieser Arbeit
eruiert werden, ob die genannten Molekile zusétzlich das Potenzial haben, die XT-Aktivitat

kultivierter NHDF zu inhibieren.

4.1.1 Einfluss einer UDP-Behandlung auf die Expression der XT und anderer
ECM-assoziierter Molekule kultivierter NHDF

Aufgrund ihrer strukturellen Ahnlichkeit zur UDP-Xylose, dem natiirlichen Substrat der XT,

zogen Casanova et al. Uridin-haltige Nukleotide als potenzielle XT-Inhibitoren in Betracht.
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Die XT-Aktivitat konnte im zellfreien System auch durch UMP und UTP reduziert werden, die
UDP-vermittelten Effekte waren jedoch am starksten [137]. UDP-Konzentrationen von
1 mg/ml und 10 mg/mL inhibierten die Enzymaktivitat nahezu vollstandig. Um die Zellen mit
madglichst geringen Konzentrationen zu behandeln, wurde in dieser Arbeit eine UDP-

Konzentration von 1 mg/ml eingesetzt.

Es konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung von NHDF mit UDP nach 48 h zu einer
Reduktion der extrazellularen XT-Aktivitat fuhrt, wohingegen intrazellular ein Anstieg der
Enzymaktivitdt nachgewiesen wurde (s. Abb. 3.1 a). Durch die zeitabhangige Sekretion der
XT [45] wurden nach 72 h sowohl intrazellular als auch extrazellular erhéhte XT-Aktivitaten
nachgewiesen (s. Abb. 3.1 b). Die UDP-Behandlung hatte u.a. eine verminderte XYLT2
Genexpressionen zur Folge, wohingegen sich die XYLT1 mRNA Expression nicht von der
der Kontroll-Fibroblasten unterschied. Diese Ergebnisse sprechen dafiur, dass das Nukleotid
aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zur UDP-Xylose im aktiven Zentrum des Enzyms
gebunden wurde und dieses blockierte, woraus ein reduzierter Substratumsatz resultierte.
Nach Nukleotid-Behandlung wurden anti-fibrotische Effekte, die durch verminderte
Expressionen ECM-assoziierter Gene (u.a. ACAN und COL1A1) charakterisiert waren,
detektiert. Die mMRNA-Level der Gene B3GALT6 und BAGALT7 waren ebenfalls erniedrigt.
Die Gene kodieren fir die Enzyme GalT-1 und GalT-Il, die jeweils ein Gal-Molekl auf die an
das core-Protein gebunden Xylose im Tetrasaccharid-Linker (bertragen. Die reduzierten
Expressionen koénnten daher durch eine verminderte Verfligbarkeit xylosylierter PG

core-Proteine begriindet sein (s. Abb. 3.2 a-g).

Interessanterweise wiesen UDP-behandelte NHDF auch signifikant verminderte UXS1-
Genexpressionen auf (s. Abb. 3.2 k). Das Enzym katalysiert die Decarboxylierung von UDP-
GIcA zu UDP-Xylose, wodurch die intrazellulare, kompensatorische XT-Induktion
hypothetisch auf einen Substratmangel zuriickgefiihrt werden kann. Ein siRNA-vermittelter
UXS1-knockdown in NHDF bestétigte diese Hypothese und zeigte, dass sowohl die
extrazellulare XT-Aktivitat (s. Abb. 3.4 d) als auch die XYLT1 mRNA Expression
(s. Abb. 3.4 b) nach erfolgreicher Durchfiihrung des knockdowns erhdht und die intrazellulare
Xylose-Konzentration (s. Abb. 3.4 e) erniedrigt war. Die XT-ll scheint keinen
kompensatorischen Einfluss zu haben, da sich die XYLT2 mRNA-Level nach dem UXS1-
knockdown nicht von denen der Kontrollzellen unterschieden (s. Abb. 3.4 ¢). Auch der UXS1
knockdown fiihrte zu verminderten Expressionen ECM-assoziierter Gene wie COL1A1 und
ACAN (Daten nicht gezeigt). Dies stimmt mit vorherigen Studien Uberein, in denen
verminderte mRNA-Level ECM-assoziierter Gene bei homozygoten uxsl’” Zebrafisch-

Mutanten nachgewiesen wurden [158].
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Wahrend bekannt ist, dass UDP extrazellular an Purinrezeptoren bindet [159, 160], ist eine
direkte Internalisierung des Nukleotids bisher nicht beschrieben worden. Um den UDP-
Wirkmechanismus zu analysieren, wurde die NT5E Genexpression nach UDP-Behandlung
der NHDF bestimmt. NT5E kodiert fur ein Protein der Plasmamembran, das den Abbau von
Nukleotiden zu den membranpermeablen Nukleosiden katalysiert [161, 162]. NHDF, die mit
UDP behandelt wurden, wiesen erhohte NT5E-Genexpressionen auf (s. Abb. 3.2 h), was
einen Hinweis darauf gibt, dass das Enzym den Abbau des extrazelluldren Nukleotids UDP
zu Uridin katalysiert. Auch in vorherigen Studien wurden erhéhte NT5E-Expressionen mit
anti-fibrotischen Effekten in Zusammenhang gebracht. Nt5e”- Mause wiesen Fibrosen und
Entziindungen auf und exprimierten vermehrt pro-fibrotische Mediatoren [163]. In einer
weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass durch NT5E-Katalyse auf T-Zellen
synthetisiertes ~ Adenin  kardiale  Fibrosen inhibieren kann und  zusatzlich
entziindungshemmend wirkt [164]. W&hrend es bisher noch keine Studien bezuglich eines
anti-fibrotischen Einflusses von UDP auf die Homoostase der ECM gibt, ist die anti-
fibrotische und anti-inflammatorische Wirkung des Nukleosids Uridin beschrieben. Cicko et
al. konnten zeigen, dass Uridin die Manifestation von Lungenfibrosen bei Mausen reduziert,
was u.a. durch verminderte TGF-87- und COL1A1l Expressionen der isolierten primaren
Lungenfibroblasten belegt wurde [165]. Dartber hinaus wurden anti-inflammatorische Effekte

des Uridins in einem Tiermodell zur Inflammation der Lunge postuliert [166].

Um auszuschlieBen, dass die beschriebenen Effekte auf eine toxische Wirkung des UDP
zurickzufuhren sind, wurde ein Assay zur Bestimmung der Viabilitat und Proliferation der
NHDF durchgefuhrt. Es konnten nur marginale Unterschiede zwischen behandelten und
unbehandelten Zellen nachgewiesen werden (s. Abb. 3.3), wodurch eine von UDP
ausgehende Toxizitat ausgeschlossen werden kann. Die orale Uridin-Aufnahme gilt als
unbedenklich und wird bspw. in der HIV-Therapie, zur Reduktion toxischer Einfliisse einiger

Chemotherapien, eingesetzt [167, 168].

Zusammenfassend lasst sich ein hypothetischer Mechanismus beschreiben, der nach UDP-
Behandlung von NHDF intrazellular zu einer Induktion der XT-Aktivitat fihrt. Extrazellular
inhibiert das Nukleotid die XT innerhalb der ersten 48 h, was mit den Ergebnissen aus einer
zellfreien Studie Ubereinstimmt [137]. Verminderte UXS1-Expressionen fuhren zu einer
reduzierten UDP-Xylose Synthese und zu einer kompensatorischen XT-Induktion. Durch die
verminderten Substratkonzentrationen ist die PG-Biosynthese gehemmt, was eine
verminderte PG core Expression zur Folge hat. Durch eine sukzessive Sekretion der XT
konnten nach 72 h auch extrazellular erhdhte Enzymaktivititen nachgewiesen werden
(Abb. 4.1). Diese Ergebnisse zeigen, dass UDP zwar eine anti-fibrotische Wirkung auf die

ECM-Homaoostase hat, die XT intrazellular jedoch nicht inhibiert.
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Abbildung 4.1 [169]: Hypothetischer Mechanismus zur UDP-vermittelten XT-Aktivitatserhdhung in NHDF.
Extrazelluldr inhibiert UDP die XT-Aktivitat innerhalb der ersten 48 h. Intrazellular konnten in diesem Zeitraum
verminderte UXS1-Level und eine dadurch bedingte Abnahme der UDP-Xylose Konzentration nachgewiesen
werden. Diese Effekte kdnnten auf eine Substratinhibition der UXS1 durch UDP-GIcA zurlckzufiihren sein. Eine
reduzierte UDP-Xylose Konzentration filhrte letztlich zur kompensatorischen Induktion der intrazellularen XT-
Aktivitat. Aufgrund verminderter Substratkonzentrationen wurden zusétzlich verminderte PG-Level detektiert.
Aufgrund einer sukzessiven XT-Sekretion wurden zum spateren Zeitpunkt (72h nach UDP-Behandlung)
extrazellular erhéhte XT-Aktivitdten nachgewiesen.

4.1.2 Einfluss einer GAG-Behandlung auf die Expression der XT und anderer
ECM-assoziierter Molekule kultivierter NHDF

Durch die Katalyse des initialen Schritts der PG-Biosynthese hat die XT einen direkten
Einfluss auf die GAG-Synthese. GAG konnten daher, in Form einer Endprodukthemmung,
eine inhibitorische Wirkung auf die XT ausuben. In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass Heparin
die XT-Aktivitat in zellfreien Systemen reduziert [45, 137]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
die Wirkung von Heparin in einer Konzentration von 1 mg/mL auf kultivierte NHDF getestet.
Die mit Heparin behandelten Zellen wiesen sowohl nach 48 als auch nach 72 h reduzierte
intra- und extrazellulare XT-Aktivitaten auf (s. Abb. 3.5 a). Auf mRNA-Ebene wurden keine
Unterschiede beziiglich der XYLT-Expressionen behandelter und unbehandelter NHDF
detektiert (s. Abb. 3.6 a, b). Auch die B3GALT6- und B4GALT7-Genexpressionen
unterschiedenen sich nicht (s. Abb. 3.6 c¢, d). Diese Ergebnisse lassen eine
posttranslationale Inhibition der XT durch exogenes Heparin vermuten, wobei Interaktionen
zwischen der XT und Heparin bereits in vorherigen institutseigenen Arbeiten nachgewiesen
wurden [170]. Eine derartige Wechselwirkung kdnnte zu einer Strukturanderung des Proteins
gefuhrt haben, was Auswirkungen auf das aktive Zentrum und somit auf die Aktivitat der XT

gehabt haben konnte [170, 171]. Die intrazellulare Wirkung konnte durch eine
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Internalisierung des exogenen Heparins erklart werden, die bereits fir Endothelzellen
beschrieben wurde [172, 173]. Auf mMRNA-Ebene fiihrte eine Behandlung von NHDF mit
Heparin nach 48 h zu einer signifikant erhdhten COL1A1 Expression (s. Abb. 3.6 f). Ferrao et
al. konnten ebenfalls eine erhgdhte Kollagen Typ-1 Synthese nach Heparin-Behandlung von
Fibroblasten nachweisen [174]. Heparin kbnnte dabei indirekt Gber die Stimulierung der TGF-
B1 Expression einen Einfluss auf die COL1A1l Expression ausiben. TGF-B1 induziert die
Myofibroblasten-Differenzierung und dadurch bedingt die Synthese von ECM-Komponenten,

wie beispielsweise Kollagenen [175, 176].

Neben Heparin wurde das GAG DS als moglicher XT-Inhibitor analysiert. Dem GAG wird
eine synergistische Wirkung in Kombination mit Glukosamin bei der Behandlung der
Osteoarthritis zugesprochen, da diese und weitere degenerative Erkrankungen durch einen
Verlust von GAG im Knorpelgewebe ausgelost werden [177, 178]. Im zellfreien System

konnte gezeigt werden, dass DS die XT-Aktivitat konzentrationsabhangig inhibiert [137].

Im Vergleich zu den Kontrollen wiesen NHDF, die mit 1 mg/mL DS behandelt wurden, nach
48 h signifikant verminderte intra- und extrazellulare XT-Aktivitaten auf (s. Abb. 3.5 b).
Nach 72 h war die Reduktion der Aktivitaten in den behandelten Zellen geringer als nach
48 h. Die schwacheren Effekte kdnnten durch einen sukzessiven lysosomalen Abbau des
internalisierten DS erklart werden [179]. Extrazellular kbnnte das GAG, ahnlich wie Heparin,
reversibel an die XT binden und die Enzymaktivitat dadurch inhibieren. Die DS-Behandlung
fuhrte zu einer verminderten XYLT1-Expression (s. Abb. 3.7 a), wohingegen sich die XYLT2
Genexpression nicht von der der Kontrollzellen unterschied (s. Abb. 3.7 d). Vorherige
Arbeiten zeigten, dass DS auch auf Proteinebene eine schwache inhibitorische Wirkung auf
die XT-1l [137] im Vergleich zur XT-1 [45] hat. Auf transkriptioneller Ebene hatte die DS-
Behandlung den gréRten inhibitorischen Effekt auf die ELN Expression (s. Abb. 3.7 c). Dies
stimmt mit den Ergebnissen vorheriger Arbeiten tberein, die eine inhibitorische Wirkung des

DS auf die Elastinsynthese in Fibroblasten postulieren [180, 181].

Fur die GAG Heparin und DS konnte zusammenfassend eine inhibitorische Wirkung auf die
XT-Aktivitdt kultivierter NHDF nachgewiesen werden. Die Effekte auf Proteinebene waren
dabei nach Heparin-Behandlung starker, was mit den Ergebnissen aus zellfreien Studien
Ubereinstimmt [137, 171]. Im Rahmen eines WST-I Assays konnte dariber hinaus gezeigt
werden, dass die Behandlung von NHDF mit den beiden GAG keinen Einfluss auf die
Viabilitat und Proliferation der Zellen hat (s. Abb. 3.8). Fir die Beurteilung der Relevanz der
beiden GAG beziglich der Entwicklung einer anti-fibrotischen Therapie bedarf es weiterer
Studien. Dazu gehdren Untersuchungen ulber die Internalisierung der GAG und mogliche

Einflisse der Behandlung auf andere Stoffwechselwege.
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4.2 Auswirkungen einer XT-Defizienz auf die ECM-HomoOostase und
Viabilitat von HEK293-Zellen

Nachdem im ersten Teil eine XT-Inhibition durch exogene Molekile evaluiert wurde, sollte
die XT-Expression im weiteren Verlauf durch einen XYLT2 knockdown und knockout in
HEK?293-Zellen inhibiert werden. Roch et al. quantifizierten in einer vorherigen Studie die
XYLT-Genexpressionen in unterschiedlichen Zelltypen und konnten zeigen, dass
immortalisierte HEK293 Zellen eine nachweisbare XYLT2-, aber keine detektierbare XYLT1-
Genexpression aufweisen [47]. Durch die Defizienz beider Isoformen kénnte die Relevanz
der XT weiter analysiert werden und weitere Erkenntnisse darliber gewonnen werden, ob

sich eine XT-Inhibition fur die Entwicklung einer anti-fibrotischen Therapie eignet.

4.2.1 siRNA-vermittelter XYLT2 knockdown in HEK293-Zellen

Um die Auswirkungen verminderter Transkriptionslevel beider XT-Isoformen zu analysieren,
wurde zunachst ein siRNA-basierter knockdown des XYLT2-Gens in HEK293-Zellen
durchgefuhrt. Zur Kontrolle wurden HEK293-Zellen mit einer siRNA transfiziert, die an keine
humane mMRNA bindet. Die Transfektion mit der XYLT2 siRNA fuhrte dazu, dass sich einige
der HEK-Zellen nach 24 h in Suspension befanden. Innerhalb der ersten 72 h nach
Transfektion war die Zellzahl der XYLT2 knockout Zellen, im Vergleich zu den mit der
Kontroll siRNA-transfizierten Zellen, vermindert und die Zellen wuchsen, im Gegensatz zu
den Kontrollzellen, weitestgehend vereinzelt. Die Kontrollzellen bildeten bereits nach 24 h
Zell-Zell Kontakte aus, wodurch im weiteren Verlauf gréRere Zellverbande entstanden. 72 h
nach der XYLT2 siRNA-Transfektion wurden vereinzelt Zellen detektiert, die einen
seneszenten Phanotyp aufwiesen (s. Abb. 3.9). Seneszenzen in immortalisierten HEK293-
Zellen wurden bereits beschrieben, wobei jeweils ein Anstieg des oxidativen Stresses fur die
Induktion der Seneszenz verantwortlich war [182, 183]. Die zellulare Seneszenz ist der
Verlust der Teilungsfahigkeit von Zellen und tritt u.a. in Folge von DNA-Schadigungen,
erhdhtem oxidativen Stress und einer verdnderten Gewebehomdostase auf [184], wobei
diese u.a. durch abnorme Zusammensetzungen und Konzentrationen von PG bedingt sein
kann. Der beobachtete seneszente Phanotyp kdnnte dementsprechend aus einer
veranderten PG-Biosyntheserate, in Folge verminderter XT-Expressionen, resultieren. Erst
96 h nach Transfektion der XYLT2 siRNA bildeten die Zellen Morphologien aus, die der der
Kontrollzellen ahnelten. Da die siRNA nach einiger Zeit hydrolysiert wird und die Bindung
daher reversibel ist [185, 186], konnen Effekte, die auf den knockdown des jeweiligen Gens
zurdckzufuhren sind, nur innerhalb eines kurzen Zeitraums detektiert werden. Abhéangig vom
Zelltyp kénnen dies wenige Tage (< 1 Woche) bei sich schnell teilenden Zellen, bis hin zu

mehreren Wochen bei sich langsam teilenden Zellen sein [187]. Da HEK293-Zellen eine
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hohe Proliferationsrate aufweisen, wurde der XYLT2 knockdown vermutlich nach wenigen
Tagen aufgehoben (s. Abb. 3.9).

Nach dem knockdown wurden die mRNA-Expressionen ECM-assoziierter Gene gemessen
und die extrazellulare XT-Aktivitat bestimmt. Im Vergleich zu den Kontrollzellen wurden nach
dem knockdown um 70 % verminderte XYLT2 mRNA Level detektiert (s. Abb. 3.10 a), wobei
die prozentuale Reduktion vergleichbar mit der anderer siRNA-Studien ist [188, 189]. In einer
Studie von Reynolds et al. wurden fir den knockdown zweier Gene 90 siRNAs verwendet
und die jeweilige Reduktion der mRNA-Level quantifiziert. Dabei konnte gezeigt werden,
dass die durchschnittliche siRNA-vermittelte Reduktion der mRNA-Level bei 62 % liegt [190].
Die meist unvollstandigen Transkript-Reduktionen sind u.a. auf posttranskriptionale
Modifikationen zurtckzufuhren [191]. In einer Studie von 2006 zeigten Ponighaus et al., dass
CHO-Zellen, die nur die XT-I (pgsA-745-XT-1) oder die XT-II (pgsA-745-XT-Il) exprimieren,
eine vergleichbare GAG-Synthese aufweisen und vermuteten, dass die Defizienz einer XT-
Isoform durch die jeweils andere Isoform kompensiert werden kann [140]. Nach dem XYLT2
knockdown waren jedoch keine quantifizierbaren XYLT1 mRNA-Level in den HEK-Zellen
nachweisbar. Die nach dem knockdown detektierte Induktion der extrazellularen XT-Aktivitat
(s. Abb. 3.10 e) basierte auf vergleichbar niedrigen dpm-Werten und kénnte durch eine
erhdhte XT-Freisetzung apoptotischer Zellen zu erklaren sein. Neben verminderten XYLT2
Expressionen filhrte der knockdown in HEK293-Zellen zu erhéhten Expressionen der ECM-
assoziierten Gene ACAN, ELN und FNL1 (s. Abb. 3.10 b-d). Dies wurde nicht erwartet, da XT-
Defizienzen bisher nur im Zusammenhang mit verminderten Genexpressionen ECM-
assoziierter Gene beschrieben wurden. Eames et al. zeigten beispielsweise, dass
homozygote frameshift Mutationen im xyltl Gen von Zebrafischen zu einer stark
verminderten PG-Biosynthese flhrte [192]. Auch bei durch XYLT1-Mutationen ausgelosten
humanen skeletalen Dysplasien wurden reduzierte PG-Expressionen beschrieben. Bui et al.
konnten diesbeziiglich zeigen, dass Fibroblasten zweier DBSD-Patienten signifikant
verminderte PG-Level aufwiesen und dass sich die Zusammensetzung der sekretierten PG
von denen der Kontrollen unterschied [65]. Condac et al. [67] konnten wiederrum zeigen,
dass Xylt2”- Mause polyzystische Lebern und Nieren entwickeln, was u.a. mit einer
abnormen ECM-Homoostase assoziiert ist [193, 194]. Zellen von Patienten, die an einer
autosomal dominanten polyzystischen Nierenerkrankung (ADPKD) leiden, weisen u.a.
verminderte PG-Level [195] und erhohte Fibronektin-Expressionen [196] auf. Bisher existiert
noch kein Zellkulturmodell, bei dem die Expressionen beider XT-Isoformen reduziert ist,
weshalb die detektierte Induktion ECM-assoziierter Gene nach einem XYLT2 knockdown in
HEK293-Zellen final nicht erklart werden kann. Vorstellbar ist die Aktivierung
posttranskriptionaler, kompensatorischer Mechanismen in Folge verminderter Expressionen

beider XT-Isoformen.
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4.2.2 CRISPR/Cas9 vermittelter XYLT2 knockout in HEK293-Zellen

Die Ergebnisse des siRNA-vermittelten XYLT2 knockdowns lieRen vermuten, dass
reduzierte Expressionen beider XT-Isoformen entscheidende Auswirkungen auf die
Proliferation und Viabilitat von HEK293-Zellen haben. Durch die Hydrolyse und die dadurch
bedingte Reversibilitat der siRNA-Bindung werden durch den knockdown bedingte Effekte
meist nur Gber einen bestimmten Zeitraum beobachtet. Daher wurde im weiteren Verlauf ein
CRISPR/Cas9 vermittelter XYLT2 knockout in HEK293-Zellen durchgefihrt. Dazu wurden
die HEK293-Zellen mit dem Plasmid PX458 transfiziert, auf dem neben der Cas9- und der
GFP-Sequenz u.a. eine zuvor in den Vektor klonierte gRNA-Sequenz kodiert war. Fur den
knockout wurden in silico zwei gRNAs konzipiert, die jeweils komplementar in den Exons 2
oder 9 des XYLT2 Gens binden sollten (s. Tab. 3.1) und geringe off-target Effekte aufwiesen.
Die off-target Sequenzen mit den hochsten Sequenzhomologien differierten sich in vier
(gRNA Exon 2) bzw. in drei (gRNA Exon 9) Basen von den gRNA (on-target) Sequenzen,
wobei die Unterschiede alle innerhalb der seed-Region lagen. Eine Studie zeigte, dass vor
allem die 8-14 Basen upstream der PAM-Sequenz (3"-Bereich der gRNA, seed region)
wichtig fur die Cas9-Bindung sind und dass Basenfehlpaarungen in diesem Bereich zu einer
stark verminderten Effizienz des Systems fiihren. Dartiber hinaus konnte gezeigt werden,
dass potenzielle off-target Bereiche, die sich in drei oder mehr Nukleotiden von der on-target
Sequenz unterscheiden, mit einer geringen Wahrscheinlichkeit von der gRNA gebunden
werden [122]. Die beiden gRNA-Sequenzen wurden so konzipiert, dass sie am 5 -Ende mit
zwei Guanin-Basen beginnen, da gezeigt werden konnte, dass dies die Wahrscheinlichkeit
fur off-target Effekte reduziert [197]. Auch die Menge an transfiziertem Plasmid hat einen
Einfluss auf die Wahrscheinlichkeit mdglicher off-target Effekten [198], weshalb in dieser
Arbeit geringe Mengen des Plasmids (1,5 pg) fiir einen Transfektionsansatz eingesetzt
wurden [199, 200]. Neben der DNA-Menge mussten fiir die Optimierung der Methode das
Transfektionsreagenz, die gRNA-Sequenz und die Inkubationszeiten variiert werden.

24 h nach der Transfektion der Zellen wurden, anhand der GFP-Expression,
Transfektionseffizienzen von etwa 60 % bestimmt (s. Abb. 3.11) und die Zellen vereinzel.
Von den anfangs detektierten Einzelklonen sind lediglich 7,2 % (Exon 2) bzw. 8,8 % (Exon 9)
bis zur Konfluenz auf einer 100 x 20 mm Zellkulturschale gewachsen. In einer vorherigen
Arbeit wurde ein erfolgreicher knockout des ABCC6-Gens in HEK293-Zellen mittels
CRISPR/Cas9-System etabliert, wobei etwa 20 % der urspringlichen Einzelklone
proliferierten [201]. 66,6 % (Exon 2) bzw. 88,8 % (Exon 9) der HEK293-Einzelklone wiesen
keine XYLT2-Mutationen auf. Dabei handelte es sich hdchstwahrscheinlich um Zellen, die
aus nicht-transfizierten Einzelklonen hervorgingen, da das CRISPR/Cas9-System nach
erfolgreicher Transfektion generell eine hohe Effizienz aufweist und zu hohen Mutationsraten

fuhrt [202, 203]. Um nur transfizierte Zellen zu vereinzeln sollten die Zellen bei einer
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erneuten Anwendung des Systems am Durchflusszytometer fluoreszenzbasiert isoliert
werden [204, 205]. Die restlichen Klone wiesen allesamt Mutationen im Bereich der zur
gRNA-komplementaren Sequenz im Genom auf. Durch eine TA-Klonierung wurden die
einzelnen Allele voneinander separiert, um die Mutationen zu charakterisieren. Wahrend fir
zwei Klone (Klon 2, Exon 2 und Klon 1, Exon 9) jeweils zwei Allele nachgewiesen werden
konnten, wurden in der TA-Klonierung drei Allele von Klon 1 (Exon 2) separiert (s. Abb.
3.13). Eine Aneuploidie wurde bereits bei HEK293-Zellen beschrieben, wobei diese sich auf
einzelne Chromosomen zu beschranken scheint. So konnte gezeigt werden, dass HEK293-
Zellen triploid fur das X-Chromosom und jeweils tetraploid fur die Chomosomen 17 und 22
sind [206, 207]. Das XYLT2 Gen ist im humanen Genom auf Chromosom 17 lokalisiert
(17921.33).

Die CRISPR/Cas9-vermittelten Mutationen in den HEK293-Zellen waren allesamt Deletionen
variabler Lange (zwischen 4 und 16 bp). Die Heterogenitat der Mutationen nach Anwendung
des Systems geht aus vielen Publikationen hervor, wobei meist Deletions-Mutationen
beschrieben werden [208—-211]. In einer grof3en in vivo Studie wurden in ca. 700 Mausen 17
unterschiedliche Positionen im murinen Genom CRISPR/Cas9-vermittelt mutiert. Die
dadurch entstandenen Deletionen hatten im Mittel einen Verlust von 9 bp zur Folge,

allerdings wurden auch Deletionen von bis zu 600 bp detektiert [212].

Die in dieser Arbeit generierten heterozygoten Mutationen in den Exons 2 und 9 des XYLT2
Gens fiuhrten teilweise zu einer Verschiebung des Leserasters, wobei fur jeden Klon jeweils
auch eine in-frame Mutation (p.Glyl95 Ala20l1ldel (Klon 1 und 2, Exon 2) und
p.GIn639_Ala640del (Klon 1, Exon 9)) nachgewiesen werden konnte. Diese fuhrten zur
Deletion von sieben (Exon 2) bzw. zwei (Exon 9) AS im Bereich der katalytischen Doméne
des XT-1I Proteins [52]. Patienten mit homozygoten XYLT2 missense (p.Arg563Gly,
p.Leu605Pro, p.Met237Arg) [83, 84] oder frameshift (p.Val232Glyfs*54,
p.Alal74Profs*35Arg, p.Glu854Alafs*101) [50, 84] Mutationen im Bereich der katalytischen
Doméne des XT-II Proteins weisen ein Spondylo-okulédres Syndrom auf. Auf zellularer Ebene
fuhrten die Mutationen zu verminderten XT-Enzymaktivitaten und einer Verminderung der
PG-Biosynthese [84]. Zusatzlich wurde eine homozygote nonsense-Mutation beschrieben,
die zur Bildung eines Stopp-Codons im XYLT2-Gen fuhrte (p.Arg730%*) [83]. Die in dieser
Arbeit generierten frameshift Mutationen fihrten ebenfalls zur Bildung von friihzeitigen
Stopp-Codons und der Bildung verkurzter XT-1I Proteine (p.Alal194Profs*10 (Klon 1, Exon 2),
p.Leul97GInfs*14 (Klon 2, Exon 2) und p.Ser641Glyfs*64 (Klon 1, Exon 9)). Im Gegensatz
zu den XYLT2 siRNA behandelten Zellen wiesen die Klone, die CRISPR/Cas9-vermittelte
Mutationen in den Exons 2 und 9 aufwiesen, keine verminderten XYLT2-Transkriptionslevel

auf (Klon 1, Exon 2, s. Abb. 3.14). Dies ist héchstwahrscheinlich darauf zurtickzuftihren,
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dass fur jeden Klon jeweils eine in-frame Mutation detektiert wurde und dies zu keiner

vollstandigen Termination der XT-Il Proteinsynthese fihrte.

Die Ergebnisse des siRNA basierten XYLT2 knockdowns und des CRISPR/Cas9-
vermittelten XYLT2 knockouts in HEK293-Zellen geben einen wichtigen Hinweis darauf, dass
Zellen verminderte Expressionen beider XT-Isoformen nicht kompensieren kénnen und dies
zur verstarkten Seneszenz oder Apoptose der Zellen fihrt. Dadurch, dass jeder der
generierten Klone mindestens eine in-frame Mutation aufwies, konnte kein vollstandiger
CRISPR/Cas9-vermittelter knockout des XYLT2 Gens erzielt werden. Dies wurde dadurch
bestétigt, dass proliferative Einzelklone keine verminderten XYLT2 Genexpressionslevel
zeigten. Moglicherweise wurden in den nicht proliferativen Zellen CRISPR/Cas9-vermittelte
Mutationen eingefugt, die zu einem kompletten XYLT2 knockout oder zu
Leserasterverschiebungen auf beiden Allelen gefuhrt haben, woraus eine zellulare

Seneszenz bzw. Apoptose der Zellen resultierte.

4.3 Entwicklung eines XT-I spezifischen UPLC MS/MS XT-Aktivitatstests

Fur die Quantifizierung der XT-Aktivitdt wurden bisher ein radiochemischer (RC) und ein
eindimensionaler MS XT-Test verwendet. Wahrend das im RC-Assay als Akzeptor
eingesetzte Seidenfibroin primar XT-I spezifisch xylosyliert wird [213, 214], wird das bisher
im MS-Test verwendete K1-Peptid spezifischer von der XT-Il umgesetzt [137, 214]. Aus
6konomischen Grinden, zur Vermeidung radiochemischer Arbeiten und aufgrund héherer
Sensitivitdten und Selektivitdten sollte der RC XT-Assay durch einen XT-l spezifischen,
zweidimensionalen MS-Aktivitatstest ersetzt werden. Ein Isoform-spezifischer Assay ist

essenziell, um die Funktionalitdt und Relevanz beider XT charakterisieren zu kénnen.

4.3.1 Identifizierung eines XT-I spezifischen Akzeptorpeptids

LC-(liquid chromatography) MS Anwendungen bieten viele Vorteile gegenuber
herkdbmmlichen biochemischen Assays. Durch die vorherige chromatographische und
hochauflésende Auftrennung und Separierung der Molekiile eines Stoffgemisches wird eine
hohe Selektivitat bei der massenspektrometrischen Messung erreicht [215, 216]. Die hohe
Sensitivitdt moderner Massenspektrometer erlaubt zusatzlich den Nachweis gering
konzentrierter Analyten, was eine Grundvoraussetzung in der klinischen Diagnostik darstellt
[217, 218]. LC-MS Methoden zeichnen sich dartber hinaus durch eine hohe Intra- und Inter-
Assay Reproduzierbarkeit und eine hohe Automatisierbarkeit aus, was eine serielle
Quantifizierung vieler Proben bei vergleichsweise geringem Arbeitsaufwand erlaubt [219—-
222].

2006 haben Kuhn et al. einen eindimensionalen HPLC (high pressure liquid chromatography)
MS/MS Test zur Bestimmung der XT-Aktivitat im Serum entwickelt. Als Akzeptor wurde dabei
67



Diskussion

das von Bikunin abgeleitete, 12 AS lange K1-Peptid verwendet, welches neben dem
essenziellen G-S-G Motiv [46] N (Biotinyl)- und C (Fluorescein)-terminale Modifikationen
aufwies (Bio-Bik-F). Diese Modifizierungen haben sich auch in der vorliegenden Arbeit als
essenziell erwiesen, da unmodifizierte oder nur einfach-modifizierte Peptide
massenspektrometrisch nicht detektiert werden konnten. Auch durch eine direkte Injizierung
der Peptide in das Massenspektrometer, ohne eine vorherige chromatographische
Auftrennung, konnten diese nicht nachgewiesen werden, was flr eine Degradierung oder
Akkumulation der Peptide wahrend der Inkubation oder der Aufreinigung spricht. Eine Studie
aus dem Jahr 2010 zeigte, dass kurze und unmodifizierte synthetische Peptide bei 37 °C
innerhalb von < 2 h vollstdndig abgebaut werden. Eine N-terminale Acetylierung und C-
terminale Amidierung sorgte fur eine hdhere Stabilitéat der Peptide [223]. Aufgrund dieser
Ergebnisse lasst sich die Hypothese aufstellen, dass die N- und C-terminalen Modifikationen
fur die Stabilisierung der Peptide essenziell sind. Als Enzymsubstrat setzten Kuhn et al. das
naturliche Substrat der XT, die UDP-Xylose, ein. In einer Weiterentwicklung dieses Tests
wurde das natirliche Substrat durch eine azidierte UDP-Xylose (UDP-XylAz) ersetzt, was zu
einer XT-I spezifischen Xylosylierung des Bio-Bik-F Peptids fihrte, da die XT-Il das Azid
nicht umsetzte. Ein Nachteil der Studie ist, dass flr die Bestimmung der Isoform-spezifischen
Xylosylierung nur XT-ll-, aber keine XT-I VolllAngenproteine verwendet wurden [224]. Es
kénnte durchaus sein, dass das Volllangenprotein eine andere Substratspezifitdt aufweist. Im
Vergleich zur UDP-Xylose fihrte die Verwendung des UDP-XylAz zu verminderten
Sensitivitdten, wodurch der Test unter Verwendung des modifizierten Substrats zum

Nachweis geringer XT-I Aktivitaten nicht geeignet ist.

In dieser Arbeit sollte ein XT-I spezifischer zweidimensionaler UPLC MS-Aktivitatstest unter
Verwendung von Volllangenproteinen beider XT-Isoformen entwickelt werden. Im Vergleich
zur von Kuhn et al. verwendeten HPLC-Aufreinigung bietet die UPLC-Methode vor allem die
Vorteile einer schnelleren und noch hochauflésenderen Separierung [225, 226]. Durch den
vergleichsweise geringen Umsatz des UDP-XylAz und der daraus verminderten Sensitivitat
wurde als Substrat UDP-Xylose verwendet und zundchst die Isoform-spezifische
Xylosylierung von Peptiden getestet, die vom Bio-Bik-F abgeleitet sind. Zur Generierung
Isoform-spezifischer ZKU wurden XT-defiziente CHO-Zellen (CHO pgsA-745) [227] mit
einem Plasmid transfiziert, das entweder fiir das XT-I- oder XT-II Volllangenprotein kodiert
[140]. Nach Inkubation der zu testenden Peptide mit dem jeweils spezifischen ZKU und der
UDP-Xylose erfolgte der Nachweis des xylosylierten Peptids direkt Gber die Quantifizierung
der integrierten Peakflache. In publizierten Vorarbeiten wurden unter Verwendung weniger
selektiver und sensitiver Assays bereits potenzielle Akzeptoren hinsichtlich einer
Substratspezifitat untersucht [47, 141]. Roch et al. haben dabei vom Bikunin abgeleitete

Peptide im RC XT-Aktivitatsassay getestet, wobei als Enzymquelle ebenfalls XT-I1 und XT-II
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spezifische ZKU von CHO-Zellen und als Substrat UDP-Xylose verwendet wurde. Die
spezifische XT-Aktivitat wurde dabei fir alle Peptide durch die Bestimmung der Michaelis-
Menten-Konstante (Kn) ermittelt. Der massenspektrometrische Test bietet den Vorteil des
selektiven und sensitiven direkten Nachweises des xylosylierten Peptids und bedarf keiner
Berechnung etwaiger Parameter. Roch et al. konnten zeigen, dass Mutationen innerhalb des
G-S-G Motivs zu einer stark verminderten Aktivitdt beider XT-Isoformen fuihrte [47]. Nach
Substitution des Glycins an finfter Position im K1-Peptid durch ein Arginin (P2), was zum
Verlust des G-S-G-Erkennungsmotivs [228] flhrte, konnte im Rahmen dieser Arbeit flr das
entstandene Peptid massenspektrometrisch ebenfalls keine Xylosylierung nachgewiesen
werden (s. Tab. 3.4). Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass das unmodifizierte K1-
Peptid starker von der XT-II als von der XT-I xylosyliert wird. Auch die Peptide, die durch
eine Deletion des N-terminalen Glutamins (-1N) oder die zusatzliche Deletion des C-
terminalen Lysins (K3) entstanden, wurden besser von der XT-Il umgesetzt. Die Substitution
der drei AS, die sich unmittelbar vor dem G-S-G-Motiv befanden, resultierte zwar in einem
Peptid (P1), das spezifischer von der XT-1 xylosyliert wurde, allerdings war der innerhalb von
24 h quantifizierte Gesamtumsatz auf3erst gering. Unter Verwendung eines solchen Peptids
ware der Nachweis geringer XT-I Aktivitdten nicht méglich. Dieses Ergebnis stimmt mit dem
von Roch et al. Uberein, die die Isoform-Spezifitdt des P1-Peptids im RC XT-Aktivitatstest
zeigten.

Da sich keines der vom K1-Peptid abgeleiteten Peptide als optimaler Akzeptor fir den zu
entwickelnden MS XT-I Aktivitatstest eignete, wurden als nachstes Peptide getestet, die laut
einer Publikation von Briggs et al. XT-l spezifisch xylosyliert werden [141]. Die Peptide
entstammten einer Peptidbibliothek, die durch die sukzessive Substitution aller 12 AS des
verkirzten Bikunin-Molekiils (QEEEGSGGGQGG) durch alle 20 proteinogenen AS entstand.
Die daraus resultierenden 240 Peptide wurden von den Autoren der Publikation unter
Verwendung eines Lumineszenz-Aktivitatstests auf ihre XT-1 Spezifitat getestet. Insgesamt
sechs Akzeptorpeptide, die im Lumineszenzassay die grof3te XT-1 Spezifitat zeigten, wurden
in dieser Arbeit mit den N- und C-terminalen Modifizierungen synthetisiert und im MS XT-
Test auf ihre Isoform-Spezifitat getestet (s. Tab. 3.4). Die Ergebnisse des MS XT-Tests
stimmten dabei gré3tenteils nicht mit den von Briggs et al. publizierten Angaben Utberein.
Wahrend die Hélfte der sechs getesteten Peptide Isoform-unspezifisch xylosyliert wurde,
wurden zwei Peptide spezifischer von der XT-11 umgesetzt. Lediglich die Substitution jeweils
eines Glutamats durch ein Serin an dritter und vierter Position im Bikunin-Peptid flihrte zu
einer deutlich spezifischeren XT-I Xylosylierung. Darlber hinaus konnte ein hoher
Gesamtumsatz des Peptids innerhalb von 24 h detektiert werden, weshalb dieses Peptid
(KE-74303) als moglicher Akzeptor des zu entwickelnden XT-1 MS XT-Tests in Betracht

gezogen und dessen Xylosylierung weiter charakterisiert werden sollte. Die Substitution von
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jeweils nur einem Glutamat durch ein Serin fihrte interessanterweise zu keiner Isoform-
spezifischen Umsetzung des jeweils entstandenen Peptids, wahrend eine Substitution des
Glutamats an dritter Position durch ein Prolin zu einer deutlichen XT-Il Spezifitat des
entstandenen Peptids fiihrte. Diese Ergebnisse lieRen, bzgl. der AS-Sequenz, kein
eindeutiges Muster der Isoform-spezifischen Xylosylierung erkennen und zeigten dariber

hinaus unterschiedliche Ergebnisse zwischen den Assays auf.

Der von Briggs et al. verwendete Lumineszenz-Assay basiert auf der Quantifizierung des von
UDP-Xylose abgespaltenen UDP und lieferte daher lediglich einen indirekten Nachweis der
XT-Aktivitat. Die als Enzymquelle verwendeten Uberstéande stammten von HEK293-F Zellen,
die zuvor mit einem Vektor transfiziert wurden, der die XYLT1-Gensequenz enthielt, die fur
die AS 232-959 der humanen XT-I kodierte. Das translatierte Protein enthielt N-terminal
einen His-tag und konnte mittels Affinitdtschromatographie aus dem Zellkulturiiberstand
isoliert werden. Demzufolge wurde auch in diesem Assay fir die Bestimmung der
Enzymaktivitdt nur eine verkirzte Variante der XT-l eingesetzt. Fir den
massenspektrometrischen Nachweis der Isoform-spezifischen Xylosylierung wurden in
dieser Arbeit Volllangenproteine beider XT-Isoformen verwendet, wobei der Nachweis des
xylosylierten Peptids jeweils direkt tGber die Quantifizierung der integrierten Peakflache
realisiert wurde. Im Lumineszenzassay werden unspezifisch alle UDP-Molekiile quantifiziert,
wodurch der Assay nur mit aufgereinigten Uberstanden durchgefiihrt werden kann. Die
spezifische Quantifizierung der XT-Aktivitat in biologischen Flussigkeiten wie Lysaten und

ZKU ist daher mit diesem Assay nicht maoglich.

4.3.2 Validierung des XT-l spezifischen MS XT-Aktivitatstests unter
Verwendung des Peptids KE-74303

Fir die Validierung des spezifischen MS XT-I Aktivitatstests wurde im Folgenden das Peptid
KE-74303 verwendet. Zunéchst wurde der Reaktionsansatz fir verschiedene Zeiten
inkubiert. Dadurch konnte gezeigt werden, dass das Peptid nach einer Inkubationszeit von
24 h am spezifischsten von der XT-I xylosyliert wurde und sich die Verhdltnisse der Isoform-
spezifischen Umsetzung nach 41 h anglichen (s. Tab. 3.5). Wahrend die Enzymaktivitaten
beider XT-Isoformen unter Verwendung der UDP-Xylose als Substrat nahezu identisch sind
[224], konnte die XT-1 spezifischere Xylosylierung auf eine hohere Affinitdt zum Akzeptor-
Peptid zuriickzufihren sein. Eine starke XT-I katalysierte Xylosylierung innerhalb der ersten
24 h konnte im weiteren Verlauf zu verminderten Substrat- und Akzeptorkonzentrationen
gefuhrt haben, wodurch sich die Xylosylierungsraten beider XT-Isoformen nach 41 h
anglichen. Diese Argumentation wird dadurch bekréaftigt, dass die integrierte Peakflache des
XT-1 xylosylierten Peptids innerhalb dieses Zeitraums nicht zunahm. Im Gegensatz dazu

wurden bzgl. der XT-II katalysierten Reaktion nach 41 h hdhere Peakflachen detektiert als
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nach 24 h (s. Tab. 3.5). Zur Testung der Linearitdt wurden von dem verdinnten
Reaktionsansatz nach einer Inkubationszeit von 24 h verschiedene Volumina injiziert und
danach die jeweilige integrierte Peakflaiche des xylosylierten Peptids quantifiziert. Es zeigte
sich, dass der Assay bis zu einem Injektionsvolumen von mindestens 10 pL linear ist (s. Abb.
3.16).

4.3.3 Methodenvergleich zur Bestimmung der XT-I Aktivitat

AbschlieBend wurde das Peptid KE-74303 fur die Quantifizierung der XT-I Aktivitat
verschiedener ZKU eingesetzt und die resultierenden Werte mit denen des RC XT-
Aktivitatstests verglichen (s. Tab. 3.6). Die Uberstande stammten dabei von XT-1 defizienten
Fibroblasten (XToer) und zwei Kontrollzelllinien, die jeweils unter verschiedenen Bedingungen
kultiviert wurden. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden die im jeweiligen Test ermittelten
Werte fir die Zelllinien zueinander ins Verhéltnis gesetzt. Die anhand der Werte des RC-
Tests ermittelten Verhéaltnisse zwischen den beiden Kontrollzellen stimmten fur alle
Bedingungen mit denen des MS XT-Tests uberein. Im Vergleich zum MS XT-Test waren die
fur den RC-Assay berechneten Verhaltnisse zwischen den Kontroll- und XT-I defizienten
Zellen groRtenteils hoher, wobei die Unterschiede vor allem nach der Induktion mit TGF-1
deutlich wurden. Die induktiven Effekte berechneten sich flir jede Zelllinie Uber das
Verhéaltnis der XT-Aktivitdt nach TGF-B1 Induktion zu der nach einer serumreduzierten
Kultivierung. Sowohl im RC- als auch im MS XT-Aktivitatstest konnten dabei keine induktiven
Effekte flr die XT-I defizienten Zellen nachgewiesen werden. Fir die Kontrollzellen konnten
durch beide Tests induktive Effekte gezeigt werden, wobei die im RC-Test ermittelten Effekte
allesamt starker waren. Kuhn et al. haben bereits eine nur mafige Korrelation zwischen dem
RC XT-Aktivitatstest und dem bisher verwendeten MS XT-Test bestimmt [139], wobei dabei
das XT-Il spezifische K1-Peptid als Akzeptor verwendet wurde, was einen direkten Vergleich
mit dem XT-I spezifischen Test erschwert. Der RC XT-Aktivitatstest basiert auf der XT
katalysierten Xylosylierung eines Akzeptor-Molekils mit radioaktiver UDP-[**C]-Xylose,
wobei die Menge an kovalent gebundener [**C]-Xylose proportional zur XT-Aktivitat ist [133].
Das in dem Assay als Akzeptor verwendete Seidenfibroin besteht zu 60 % aus der
repetitiven AS-Sequenz G-S-G-A-G-A-G-A, die das fur die Xylosylierung essenzielle G-S-G
Motiv aufweist [229]. Die XT-Aktivitat wird beim RC-Test am Szintillationsmessgerat indirekt
Uber die Zerfdlle pro Minute berechnet. Beim MS XT-Aktivitatstests wird das xylosylierte
Molekil hingegen direkt Uber das berechnete Masse-zu-Ladung (m/z)-Verhéltnis
nachgewiesen. In den meisten biologischen Flussigkeiten konnen sich noch andere
potenzielle Akzeptoren befinden, auf die die radioaktive UDP-[**C]-Xylose Ubertragen werden
kann. Im RC-Assay kann jedoch nicht zwischen dem xylosylierten Seidenfibroin und anderen
xylosylierten Molekilen aus der Reaktionsmatrix, wie bspw. PG, unterschieden werden. Im

Gegensatz dazu kann im massenspektrometrischen Assay selektiv das eingesetzte
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synthetische Peptid identifiziert und dessen Xylosylierung quantifiziert werden. Das im RC
XT-Aktivitatstest als Akzeptor verwendete Seidenfibroin hat dartber hinaus eine unbekannte
Lange und dementsprechend undefiniert viele Xylosylierungsstellen. Es ist schwer zu
beurteilen, wie sich das Molekil in Lésung verhalt und ob mdgliche Sekundéar- oder
Tertiarstrukturen gebildet werden, die die Xylosylierung evtl. beeinflussen kénnten (sterische
Hinderung) [230, 231].

Durch die Katalyse des initialen Schritts der PG-Biosynthese ist die XT-I ist ein zentrales
Enzym der Bindegewebs-Homoostase. Es konnte gezeigt werden, dass Patienten mit
Gelenk- und Bindegewebserkrankungen erhéhte XT-lI Aktivitdten in unterschiedlichen
Korperflissigkeiten aufweisen [54-56, 232, 233], wodurch ein sensitiver Nachweis der XT-I
Aktivitat von hoher diagnostischer Bedeutung ist. Auch in anderen Arbeiten wird der
massenspektrometrische Nachweis von diagnostisch relevanten Molekllen innerhalb der
klinischen Routinemessungen aufgrund einer hoheren Spezifitat und Sensitivitat gegentber

anderen Nachweismethoden bevorzugt [234].

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erfolgreich ein zweidimensionaler MS XT-I Aktivitatstest
entwickelt werden. Es konnte gezeigt werden, dass das G-S-G Motiv essenziell fur die
Xylosylierung ist und dass Substitutionen im N-terminalen Bereich des bisher verwendeten
XT-1l spezifischeren K1-Peptids zu einer erhdhten XT-I Spezifitat fuhren. Im Vergleich zu
dem Lumineszenz- und RC- Assay ist der MS XT-l Aktivitdtstest selektiver, sensitiver,
gunstiger und einfacher durchfiihrbar [213]. Darlber hinaus kénnen mehr Proben in kirzerer

Zeit vermessen werden (Hochdurchsatz).

4.4 Charakterisierung der ECM-Homodostase und Myofibroblasten-
Differenzierung dermaler Fibroblasten eines Patienten mit einer XYLTL1-
Defizienz assoziierten skeletalen Dysplasie

Die Phéanotypen und die zugrundeliegenden genetischen Ursachen skelettaler Erkrankungen
sind sehr heterogen [235, 236]. Dies wird am Beispiel der skeletalen Dysplasien erkennbar,
von denen Uber 450 unterschiedliche Typen bekannt und die genetischen Ursachen meist
geklart sind [79]. Pathologische Mutationen betreffen dabei oft Gene, die an der Homgoostase
der ECM beteiligt sind. Osteogenis-imperfecta wird z.B. durch Mutationen im COL1A1-Gen
verursacht [237, 238], wohingegen einige Chondrodystrophien und Osteoarthritis (OA) auf
Mutationen in Genen zurlckzufihren sind, die fir unterschiedliche PG core-Proteine
kodieren [239, 240]. Eine verminderte PG-Biosynthese wurde wahrend der frihen Phase der
OA beobachtet, was letztendlich zu einer Degradierung des Knorpelgewebes [241] und einer
erhdhten XT-Aktivitat im Serum fuhrt [178, 232, 242]. Eames et al. zeigten in in vivo Studien,

dass Zebrafischlarven mit homozygoten xyltl frameshift Mutationen verminderte PG-Level
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aufwiesen und dies zu einer friihzeitigen perichondralen Ossifikation flhrte, wodurch die

essenzielle Rolle der XT-1 bei der Regulation der Knochenbildung aufgezeigt wurde [192].

4.4.1 Vergleich der Genexpressionen verschiedener ECM-assoziierter Gene
und der XT-Aktivitaten

PG spielen eine wichtige Rollte bzgl. der Homodostase und Integritdt der ECM. Das PG
Dekorin reguliert die Bildung von Kollagenfibrillen und die Aktivitat des Zytokins TGF-31 [44,
243]. Die PG-Biosynthese wird durch die Ubertragung aktivierter Xylose von UDP-Xylose auf
einen Serinrest im PG core-Protein initiiert, wobei diese Reaktion von der XT katalysiert wird.
Einige skeletale Dysplasien stehen im Zusammenhang mit Mutationen im XYLT1-Gen [20,
65, 244]. In den jeweiligen Publikationen werden die zugrundeliegenden XYLT1-Mutationen
und deren Auswirkungen auf die Proteinbiosynthese zwar charakterisiert, die Auswirkungen
der XYLT1-Defizienz auf Prozesse wie die Myofibroblasten-Differenzierung werden hingegen
nicht thematisiert, obwohl die XT stark mit der Manifestation fibrotischer Erkrankungen
assoziiert ist [76]. Aus diesen Griinden wurde in dieser Arbeit erstmals die Myofibroblasten-
Differenzierung von Fibroblasten eines skeletalen Dysplasie Patienten charakterisiert, der
compound heterozygote XYLT1-Mutationen aufwies [66]. Die Mutationen fiihrten auf einem
Allel zur Deletion von 3,3 Mb auf Chromosom 16 (arr[hgl9] 16p13.11p12.3(15,355,329—
18,692,057) x1) und auf dem zweiten Allel zu einer 18 bp Deletion innerhalb der Splei3stelle
von Intron 7 und Exon 8 des XYLT1-Gens. Bedingt durch die Mutationen wurden vier
verkirzte, alternative Transkripte gebildet. Durch die zusatzlich untypischen Symptome, u.a.
ein vorgewodlbtes Abdomen, Tachypnoe und eine interkostale Retraktion, konnte eine
XYLT1-basierte skeletale Dysplasie erstmals nicht der DBSD Typ2 zugeordnet werden. Die
Patienten-Fibroblasten wurden nicht naher charakterisiert und es wurde Uber keine

Wundheilungsstérung des Patienten berichtet.

Im Vergleich zu den Kontrollen wiesen die Patienten-Fibroblasten verminderte
Basalexpressionen ECM-assoziierter Gene auf (s. Abb. 3.17). Durch die compound-
heterozygoten XYLT1-Mutationen waren die basalen XYLT1- und DCN mRNA-Level der
Patienten-Fibroblasten stark vermindert. Dies stimmt mit den Ergebnissen vorheriger
Publikationen Uberein, bei denen stark verminderte PG-Level mit homozygoten frameshift
Mutationen im XYLT1-Gen assoziiert waren [65, 192]. In einer weiteren Publikation konnte
gezeigt werden, dass Missense-Mutationen im murinen Xyltl-Gen ebenfalls zu verminderten
XT- und PG-Expressionen fuhrten und die Mause Wachstumsstorungen aufwiesen [245].
Unter Verwendung des in dieser Arbeit entwickelten MS Tests zum Isoform-spezifischen
Nachweis der XT-I Aktivitat wurden fir alle untersuchten Kultivierungsbedingungen
verminderte intra- und extrazellulare XT-1 Aktivitaten in den Patientenzellen nachgewiesen.

In vergangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Behandlung von NHDF mit dem
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Zytokin TGF-B1 zu einer Induktion der XYLT1 mRNA-Expression und daraus folgend zu
erhdhten XT-Aktivitaten fuhrt [246, 247]. Im Vergleich zu den Kontrollzellen konnte die XT-
Aktivitat und die XYLT1-Expression in den Patienten-Fibroblasten nach TGF-31-Behandlung

nur geringfugig induziert werden.

Interessanterweise wurden die verminderten Expressionen der XT-l nicht durch erhdhte
XYLT2 Expressionen kompensiert. Ahnliches wurde nach dem in dieser Arbeit
durchgefuhrten XYLT2 knockdown in HEK293-Zellen festgestellt. Dabei fuhrten verminderte
XYLT2 mRNA-Level ebenfalls zu keiner kompensatorisch erhthten XYLT1-Genexpression.
Fur andere Proteine konnte gezeigt werden, dass reduzierte Expressionen einer Isoform zu
kompensatorischen Expressionsdnderungen der anderen Isoformen fuhrt. In einem
Mausmodell konnte bspw. gezeigt werden, dass die Defizienz einer oder zweier Isoformen
des Cyclin-D (insgesamt gibt es drei murine Isoformen) zu einer kompensatorischen
Induktion der anderen Isoformen fuhrte [248, 249]. Erst der knockdown aller drei Isoformen
hatte die Ausbildung eines pathologischen Phanotyps zur Folge [250]. Wahrend in den
Modellorganismen Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans nur lediglich eine
XT-Isoform nachgewiesen werden konnte, exprimieren alle héheren Organismen zwei XT-

Isoformen [140].

Im Vergleich zu den Kontrollen waren die basalen mRNA-Level des Myofibroblasten-Markers
ACTAZ2 in den Patientenzellen signifikant vermindert (s. Abb. 3.17 d). Die TGF-B1 Induktion
der Myofibroblasten-Differenzierung fihrte in den Kontrollzellen zu einer stark erhdhten
ACTAZ2-Expression, wahrend in den Kontrollzellen kein induktiver Effekt detektiert wurde
(s. Abb. 3.18 d). Auch auf Proteinebene wurden in den Patientenzellen sowohl mittels
Immunfluoreszenz-Analyse als auch im quantitativen Western Blot stark verminderte a-SMA
Proteinkonzentrationen nachgewiesen (s. Abb. 3.19). Ein Zusammenhang zwischen
veranderten XT-l1 und a-SMA Expressionen wurde bereits zuvor beschrieben. Faust et al.
detektierten nach einer TGF-B1 vermittelten Induktion der Myofibroblasten-Differenzierung
gleichzeitig erhohte XT-I und a-SMA Expressionen in NHDF und schlugen die XT-I daraufhin
als Myofibroblasten-Marker vor [76]. Die heterozygote 3,3 Mb-Deletion auf einem Allel
umfasste u.a. auch das MYH11-Gen, welches fiir das Glattmuskel Myosin-11 Protein kodiert
und an der Kontraktion von Glattmuskelzellen beteiligt ist [251, 252]. Um auszuschlie3en,
dass die heterozygote Deletion an den beschriebenen Effekten beteiligt ist, wurde die
MYH11 mRNA-Expressionen in den Patienten- und Kontrollzellen vergleichend quantifiziert.
Sowohl in den Patienten- als auch in den Kontrollfibroblasten konnten in keinem Fall
guantifizierbare MYH11 mRNA-Level nachgewiesen werden, wodurch es unwahrscheinlich

ist, dass die heterozygote MYH11 Deletion fiir die beschriebenen Effekte verantwortlich ist.
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Zusammenhange zwischen einer verminderten ECM-Homoostase und einer daraus
resultierenden Reduktion der a-SMA Expression sind auch bei anderen Krankheitshildern
bekannt. Bei Patienten mit thorakalen Aortenaneurysmen mit Dissektion (TAAD) konnte
gezeigt werden, dass die sich in der Adventitia befindenden Fibroblasten eine verminderte
ECM-Produktion aufweisen [253, 254]. Unter physiologischen Bedingungen differenzieren
diese Zellen bei Verletzungen der Aorta zu Myofibroblasten, um die Aorten-Remodellierung
Zu unterstitzen [255]. Suh et al. konnten zeigen, dass adventitiale Fibroblasten von zehn
verschiedenen TAAD-Patienten nach TGF-B1-Induktion im Vergleich zu Kontrollzellen
ebenfalls eine stark verminderte a-SMA Expression und Myofibroblasten-Differenzierung
aufwiesen [255]. In der Studie bildeten aber sowohl die Patienten- als auch die
Kontrollfibroblasten einen Myofibroblasten typischen Phanotyp aus. Im Gegensatz zu den
charakterisierten Fibroblasten des TAAD-Patienten zeigten die Fibroblasten des skeletalen
Dysplasie-Patienten wahrend keiner Kaultivierungsbedingung den fir Myofibroblasten
typischen Phanotyp. Dieser ist durch eine spindelférmige Morphologie, fokale Adhasionen
und die fur Myofibroblasten charakteristische Inkorporation des a-SMA in den Stressfasern
charakterisiert [256]. Ein weiterer wichtiger Aspekt in dem Zusammenhang ist, dass TAAD
oft in Verbindung mit anderen genetischen Syndromen (u.a. Marfan Syndrom, Loeys-Dietz
Syndrom, Ehlers-Danolos Syndrom) auftritt, die das Bindegewebe und das Skelett betreffen.
Der genetische Hintergrund fur die Manifestation der TAAD-Erkrankung ist ebenfalls sehr
divers. Es gibt einige Publikationen, die Mutationen im ACTA2-Gen als Ausléser der
Krankheit identifizierten [257-261], aber auch BGN [262] und MYH11-Mutationen [263]

stehen im Zusammenhang mit der Erkrankung.

Von den quantifizierten Genexpressionen war die TGF-81 Genexpression, im Vergleich zu
den Kontrollen, basal in den Patientenzellen erhéht (s. Abb. 3.17 ¢). Auch auf Proteinebene
wurden tendenziell hohere basale TGF-B1 Konzentrationen im ZKU der Patientenzellen
bestimmt (s. Abb. 3.20). TGF-B1 spielt eine wichtige Rolle bei der Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten [264], wodurch die nachgewiesenen, erhdhten TGF-$1
Expressionen darauf zurtickzufiihren sein kénnten, dass die Myofibroblasten-Differenzierung
induziert wird, um somit u.a. einer verminderten ACTAZ2 Expression entgegenzuwirken.
Zusatzlich kdonnte es sich um einen kompensatorischen Effekt infolge verminderter XYLT1-
Expressionen handeln, da das Zytokin die XYLT1 Genexpression reguliert [246]. Mehrere
Studien deuten auf eine wichtige Bedeutung von TGF-B1 wahrend der Ossifikation hin. In
einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass TgfB7” knockout Mause eine verminderte
Mineralisierung und ein vermindertes Knochenwachstum aufwiesen [265]. Erhdhte TGF-$1
Konzentrationen konnten wahrend der physiologischen Heilung von Knochenfrakturen in

Patientenseren [266] und wéahrend verschiedener Chondrodysplasien [267] nachgewiesen
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werden, was ebenfalls auf eine wichtige Beteiligung des Moleklls an der Knochenbildung

schlielRen lasst.

Im Vergleich zu den Kontrollzellen wiesen die Patientenzellen eine verminderte basale DCN
Genexpressionen auf. Dies kdnnte mit der erhdhten TGF-B1 Expressionen der Patienten-
Fibroblasten in Zusammenhang stehen, da das PG Decorin an das Zytokin binden und
dadurch dessen Aktivitat regulieren kann [43]. Die verminderten DCN-Expressionen kdnnten
zu einer reduzierten TGF-B1 Bindung gefuhrt haben, wodurch das Zytokin in geringerem
Mal3e in der ECM zuriickgehalten wurde. In einem Mausmodell konnte gezeigt werden, dass
tiberschissiges und nicht gebundenes TGF-B1 in Dcn”- knockout Mausen an Rezeptoren auf
Stromazellen des Knochenmarks bindet und dadurch eine erhdhte Signaltransduktion
initiilert. Die daraus resultierende, erhdhte Aktivitat des TGF-$ Signalweges stand dabei im
Zusammenhang mit der Induktion der Apoptose, einer dadurch verminderten Bildung von

Osteoprogenitorzellen und einer letztendlich reduzierten Knochenbildung [268].

4.4.2 Weiterfuhrende Charakterisierung der Myofibroblasten-Differenzierung

Die verminderte Expression des a-SMA und die fehlende Ausbildung des typischen
Myofibroblasten-Phanotyps nach TGF-B1 Induktion gaben einen ersten Hinweis auf eine
abnorme Myofibroblasten-Differenzierung der Patientenzellen. Um dies genauer beurteilen
zu koénnen, wurden Wundheilungs- und Kontraktionsassays durchgefiihrt. Unter
physiologischen Bedingungen migrieren aktivierte Myofibroblasten in den Bereich der Wunde
und lésen, u.a. durch die Ausschittung von Zytokinen, eine Entziindungsreaktion aus [269,
270]. Die Patientenzellen konnten die initial in den Zellmonolayer eingefiigte Wunde wahrend
keiner der getesteten Kultivierungsbedingungen innerhalb von 72 h schlieen, wobei eine
TGF-B1 Behandlung der Zellen zu einer erhdhten Konfluenz fiihrte. Die Kontrollzellen
schlossen die Wunde wéahrend der getesteten Zellkulturbedingungen hingegen vollstandig.
Die Kontraktilitdt von Myofibroblasten ist im Rahmen der Wundheilung essenziell und tragt
mafgeblich zum Wundverschluss bei [271]. Hinz et al. konnten 2001 zeigen, dass
Myofibroblasten, durch die Ausbildung von Stressfasern, im Vergleich zu undifferenzierten
Fibroblasten eine hdhere Kontraktilitat austiben [272]. Wahrend die Kontrollzellen bereits
unter serumreduzierten Bedingungen kontrahierten, konnte die Kontraktilitat durch TGF-1
Induktion erhdht werden. Im Gegensatz dazu kontrahierten die serumreduziert kultivierten
Patientenzellen Uberhaupt nicht und die Supplementierung des Mediums mit TGF-B1 fuhrte
lediglich zu einer Kontraktilitat, die mit der der nicht-induzierten Kontrollzellen vergleichbar
war (s. Abb. 3.21). In einer vorherigen Arbeit verglichen Rockey et al. die Kontraktions- und
Migrationsfahigkeit von Acta2**-Wildtyp und Acta2”’-defizienten murinen Fibroblasten. In
Ubereinstimmung mit den in dieser Arbeit generierten Daten konnte in dieser Studie
ebenfalls gezeigt werden, dass die defizienten Zellen eine verminderte Kontraktilitat und
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Migration aufweisen [273]. Zusatzlich zu der reprimierten a-SMA Expression zeigt die
verminderte Wundheilungs- und Kontraktionsfahigkeit der Patientenzellen eine abnorme

Myofibroblasten-Differenzierung der Zellen auf.

4.4.3 Vergleich der zellularen Seneszenz

Ahnlich der Apoptose wird die zellulare Seneszenz eingeleitet, um die Replikation
beschadigter Zellen zu verhindern. Wahrend die Apoptose den Zelltod einleitet, weisen
seneszente Zellen eine persistente Proliferationsinhibition und einen Seneszenz-assoziierten
sekretorischen Phanotyp (SASP) auf [274]. In der finalen Phase der Wundheilung wird die
zellulare Seneszenz in Myofibroblasten eingeleitet, um eine Persistenz der Zellen und eine
damit verbundene Manifestation fibrotischen Gewebes zu verhindern [275, 276]. Skeletale
Dysplasien wurden bereits zuvor mit der Manifestation zellularer Seneszenz assoziiert. Das
Hutchinson-Gilford Progerie Syndrom zahlt zu den skeletalen Dysplasien [277] und ist durch
ein vermindertes Wachstum, eine ECM-Dysfunktion und eine verfriihte Alterung der
Patienten charakterisiert [278]. Ausloser der Erkrankung sind Mutationen im Lamin-A/C
(LMNA)-Gen, einem Regulator der Gentranskription. Dadurch bedingt kommt es u.a. zu einer
erhdhten Expression von ECM-Komponenten und einer gleichzeitig verminderten Expression
von Enzymen, die fir die Remodellierung der ECM verantwortlich sind [279-281]. Die hier
charakterisierten Patientenzellen zeigten ebenfalls eine hdhere zelluldre Seneszenz, wobei
diese wahrend der serumreduzierten Kultivierung am hochsten war. Die Behandlung mit
TGF-B1 fuhrte zu einer stark verminderten Zelldichte und einer verminderten Adharenz der
Patientenzellen. Jirgensmeier et al. wiesen einen durch TGF-B1 induzierten, zytotoxischen
Effekt bei transformierten Zellen nach. Dabei fihrte eine exogene TGF-B1 Behandlung
transformierter Zellen zu einer erhdhten Apoptose, wahrend die Behandlung keinen Einfluss
auf untransformierte Zellen hatte [282]. Wahrend der genaue Wirkmechanismus in dieser
Studie nicht aufgeklart werden konnte, lasst sich aus den Ergebnissen ableiten, dass
exogenes TGF-B1 die Apoptose in den Patientenzellen erhéht haben kdnnte. Generell
wurden veranderte Morphologien der Patientenzellen wahrend der serumreduzierten
Kultivierung und nach TGF-B1 Induktion detektiert, die durch vergroRerte, elongierte Zellen
charakterisiert waren (s. Abb. 3.22). Diese Zellmorphologien wurden bereits in friheren
Arbeiten mit einer zellularen Seneszenz von Fibroblasten assoziiert [283]. Die in dieser
Arbeit generierten Ergebnisse geben erstmals einen Hinweis darauf, dass eine verminderte
XT-1 Expression mit einer erhdhten zellularen Seneszenz dermaler Fibroblasten assoziiert

ist.

Bei den bisherigen Charakterisierungen skeletaler Dysplasien, die auf XYLT1-Mutationen
zuriickzufuhren sind, wurde sich primar auf das Knochen- und Knorpelgewebe fokussiert.
Einflisse auf die Dermis der Patienten, z.B. in Form von Wundheilungsstérungen, wurden
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hingegen nicht evaluiert. In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass dermale
Fibroblasten eines Patienten, der an einer XT-I-Defizienz bedingten skeletalen Dysplasie litt,
eine veranderte Myofibroblasten-Differenzierung aufweisen. Dies st die erste
Charakterisierung der Myofibroblasten-Differenzierung bei einer vorliegenden XT-I Defizienz.
Vorherige Studien analysierten die Myofibroblasten-Charakteristika nach Induktion der XT-
Aktivitat [76]. Die abnorme Differenzierung der Patienten-Fibroblasten war durch reprimierte
a-SMA Expressionen und verminderte Wundheilungs- und Kontraktionsfahigkeiten der TGF-
B1 induzierten Zellen charakterisiert. Darlber hinaus wurden verminderte relative
Expressionen nahezu aller quantifizierter ECM-assoziierter Gene und eine gleichzeitig
erhdohte TGF-B1 Expression beobachtet. Das Zytokin ist ein Induktor der Myofibroblasten-
Differenzierung, weshalb eine erhdhte Expression bisher mit induzierten a-SMA
Expressionen assoziiert wurde. Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass die XT-I nicht
nur ein Marker der Myofibroblasten-Differenzierung ist, sondern maoglicherweise zuséatzlich

an deren Regulation beteiligt ist.

4.5 Generierung eines CRISPR/Cas9-vermittelten XYLT1 knockouts in
neonatalen NHDF

Die charakterisierten Patientenzellen wiesen eine XT-1 Defizienz auf, die auf compound
heterozygote Mutationen im XYLT1-Gen zuruckzufihren war. Die heterozygote 3,3 Mb
Deletion auf Chromosom 16 betraf noch weitere Gene, wodurch nicht ausgeschlossen
werden kann, dass dies einen Einfluss auf die Ausbildung der beschriebenen Effekte hatte.
Aus diesen Grinden sollte im letzten Teil dieser Arbeit erstmals ein CRISPR/Cas9-
vermittelter knockout des XYLT1 Gens in priméaren neonatalen NHDF durchgefiihrt werden,
um ein optimales Modellsystem zur besseren Charakterisierung der XT-1 zu etablieren.
Aufgrund der mit dem gene-editing primarer Zellen verbundenen hohen
Optimierungsarbeiten, war die Generierung von XYLT1 knockout Klonen das primare Ziel
dieser Arbeit, um diese in Folgestudien naher charakterisieren zu kénnen. Primare Zellen
werden bevorzugt fur in vitro Studien verwendet, da sie die in vivo Bedingungen besser
widerspiegeln als immortalisierte oder transformierte Zellen [284]. Da Fibroblasten und deren
Differenzierung zu Myofibroblasten eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und Manifestation
von Fibrosen spielen, wird dieser Zelltyp haufig fur in vitro Studien zu Fibrosen verwendet
[285—-288]. Ein gezielter knockout des XYLT1-Gens in diesen Zellen kénnte daher in
Folgeprojekten weitere wichtige Erkenntnisse zur Rolle der XT-I wahrend fibrotischer

Erkrankungen liefern.

4.5.1 Transfektion und FACS-Isolierung der neonatalen NHDF

Ein groRRer Nachteil der primaren Zellen in Bezug auf das gene-editing ist, dass sie schwerer

zu transfizieren sind als die meisten immortalisierten Zellen und das Einbringen grof3erer
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Molekile (z.B. Plasmide) viel Etablierungsarbeit erfordert [284]. Fir die Transfektion von
primaren Zellen wird oft die Elektroporation angewandt, wobei durch einen elektrischen Puls
temporar Poren in der Zellmembran entstehen, durch die die zu transfizierenden Molekiile in
die Zelle gelangen [289]. Diese Methode wird vor allem fiir den effizienten Transfer kleiner
Plasmide (bis zu 3,5 kb) verwendet. Die Elektroporation grofRerer Plasmide (6-16 kb) ist
meist ineffizient und resultiert in einer verminderten Viabilitdt der Zellen [290]. Auch im
Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst versucht, die neonatalen NHDF mittels
Elektroporation mit dem etwa 9,3 kb groRen pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)-Plasmid zu
transfizieren. In Ubereinstimmung mit den Literaturangaben konnten auf diese Weise nur
wenige Zellen mit dem Plasmid transfiziert werden. Aus diesen Grunden wurde die
Lipofektion der Zellen etabliert, wobei sich die Verwendung des Reagenzes Lipofectamine
LTX als am geeignetsten herausstellte. Dieses Reagenz wurde bereits in anderen
CRISPR/Cas9-Studien fir die Lipofektion priméarer Zellen mit groReren Plasmiden verwendet
[291, 292]. Die zur Anwendung des CRISPR/Cas9-Systems essenzielle gRNA wurde so
konzipiert, dass sie spezifisch im Exon 9 des XYLT1 Gens bindet und sich in jeweils vier
Basen von den ersten dreizehn ermittelten off-target Sequenzen unterschied, die in silico die
hdchste Sequenzahnlichkeit aufwiesen (s. Tab. 3.7). Die Sequenzunterschiede zeigten sich
groRtenteils in der seed-Region (8-14 Basen upstream der PAM-Sequenz), wobei vor allem
Mutationen in diesem Bereich zu einer verminderten Effizienz des CRISPR/Cas-Systems
fuhren [116, 198]. Fur die Identifizierung moglicher off-target Sequenzen wurden nur
Sequenzen in Betracht gezogen, auf die am 3"-Ende eine PAM-Sequenz der Form NGG
(Bindung der aus S. pyogenes isolierten Cas9) folgte. Die gRNA wurde in den zu
transfizierenden Expressionsvektor PX458 kloniert, wobei deren Expression unter der
Kontrolle des U6 RNA Polymerase Ill Promoters stand [122]. Da dieser zur Initierung der
Transkription eine Guanin (G) Base bendtigt [293—295], wurde der 20 nt langen gRNA am
5-Ende ein zusatzliches G angefligt. Durch eine Vielzahl von Optimierungsversuchen bzgl.
des Transfektionsreagenzes, der eingesetzten Plasmid-Menge und der Inkubationszeiten,
konnten die primaren NHDF letztendlich mit einer Effizienz von etwa 30 % mit dem Plasmid
PX458 transfiziert werden (s. Abb. 3.23). Fur die Transfektion primarer Zellen stellt dies
einen hohen Wert dar [296—-298].

Insgesamt 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen fluoreszenzbasiert am FACS-Geréat
isoliert und transfizierte Zellen erfolgreich von nicht-transfizierten Zellen separiert
(s. Abb. 3.25). Neben der Transfektion stellt die Isolierung der Zellen am
Durchflusszytometer einen zusatzlichen Stress fur die Zellen dar [299]. In einer Studie von
Binek et al. wurde gezeigt, dass die FACS-Isolierung muriner Makrophagen zu einem
temporér veranderten Metabolismus und einem Anstieg des zellularen Stresses fuhrte, der

dem wahrend einer Entziindungsreaktion ahnelte. Dartber hinaus wurden nach Anwendung
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der Methode erhohte ADP-Ribose Konzentrationen detektiert, ein Metabolit, der in Folge von
Zellschadigungen sekretiert wird. Die beschriebenen Effekte wurden primar auf die
physikalische Einwirkung auf die Zellen wahrend des Isoliervorgangs zurtickgeftihrt [300].
Um den zusatzlichen Stress der im Rahmen dieser Arbeit transfizierten Zellen kompensieren
zu kénnen, wurden die NHDF nach der Isolierung zunachst fir zwei Wochen in Standard

Zellkulturmedium kultiviert und wéahrenddessen nicht passagiert.

4.5.2 Zellvereinzelung und Mutationsnachweis transfizierter neonataler NHDF
Die erschwerte Zellvereinzelung primarer Zellen stellt einen weiteren Grund dar, weshalb in
CRISPR/Cas-basierten in vitro Studien haufig immortalisierte oder transformierte Zelllinien
verwendet werden [301]. Im Gegensatz zu immortalisierten Zelllinien haben primére Zellen
eine limitierte Teilungsaktivitdit und verminderte Teilungsraten [302, 303]. HEK293-Zellen
wurden durch die stabile Transfektion des E1-Gens aus dem Adenovirus Typ 5
immortalisiert, was u.a. zu einer erhohten p53-Degradation fihrt, einem Protein, das die
Apoptose und den Zellzyklusarrest einleitet [304-307]. Nach Vereinzelung der NHDF wurde,
zur Bestimmung der Mutationsrate, ein T7-Endonuklease Assay durchgefiihrt. Im Vergleich
zur Negativkontrolle wurden neben dem ungeschnitten Hauptfragment zwei weitere
Produktbanden im Agarosegel detektiert. Durch die Berechnung der Bandenintensitats-
Verhéltnisse zwischen fragmentierten und nicht-fragmentierten Amplifikaten [308] wurde eine
Mutationsrate von 80 % berechnet (s. Abb. 3.26). Dies war ein erster Nachweis dafir, dass
das System in den Zellen zwar funktional war, aber nicht alle Allele Mutationen im zur gRNA
komplementaren Bereich im Exon 9 des XYLT1 Gens aufwiesen. Dariliber hinaus ist es
maoglich, dass die Ergebnisse auf die niedrige Sensitivitdat des T7-Assays zuriickzufiihren
sind. Studien zeigten, dass im T7-Assay haufig einzelne Basenmutationen nicht detektiert
werden [309] und dass das Enzym nur Heteroduplex-Fehlpaarungen erkennt. Wildtyp- und
homozygot mutierte DNA-Strange (Homoduplexe) werden von dem Enzym nicht erkannt
[310].

Von 118 isolierten Einzelklonen sind lediglich 9 (7,6 %) bis zur Konfluenz auf einer
100 x 20 mm Zellkulturschale gewachsen. Die Zellen wurden geerntet, deren DNA isoliert
und der zur gRNA komplementare Bereich amplifiziert. Die Sequenzierung der
aufgereinigten Amplifikate ergab, dass alle neun Klone identische Mutationen aufwiesen und
daher vermutlich aus demselben Ursprungsklon hervorgingen. Aus dem Chromatogramm
der Sequenzierung ging hervor, dass die Cas9-Endonuklease den Doppelstrang drei Basen
upstream der PAM-Sequenz geschnitten hat. Ab dieser Position wurden sich Uberlagernde
Signale detektiert, wodurch die weitere Sequenz nicht mehr eindeutig bestimmbar war
(s. Abb. 3.27). Dies entspricht den Erwartungen, da aus vielen Publikationen hervorgeht,

dass das Enzym die DNA an dieser Position relativ zur PAM-Sequenz schneidet [311-313].
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Die Allel-spezifische Sequenzierung nach Durchfuhrung der TA-Klonierung bestétigte, dass
die DNA auf beiden Allelen drei Basen upstream der PAM-Sequenz geschnitten wurde und
dariiber hinaus beide Allele unterschiedliche Mutationen im zur gRNA komplementéaren
Bereich aufwiesen (s. Abb. 3.28). Durch die Deletion von einer bzw. von finf Basen kam es
dabei auf beiden Allelen zu einer Veranderung des Leserasters (frameshift) und zur
unmittelbaren Bildung je eines Stopp-Codons (p.Tyr617fs). Die Mutationen flhrten zu einem
Abbruch der Proteinbiosynthese an Position 617 (Tyrosin), woraus ein um 255 AS verkurztes
XT-1 Protein resultierte (s. Tab. 3.8).

Wie bei den bereits zuvor beschriebenen XYLT2 Mutationen in den Exons 2 und 9 (s. 4.2)
befanden sich die beschriebenen XYLT1 Mutationen im Exon 9 ebenfalls in dem fur die
katalytische Doméane des Enzyms kodierenden Bereich [52]. Es konnte gezeigt werden, dass
homozygote missense Mutationen innerhalb der katalytischen Doméne des XT-I Proteins
(p.R481W) zu verminderten PG-Leveln fihren und die betroffenen Patienten u.a. an
Kleinwuchs und Gesichtsanomalien leiden. Entgegen der Erwartungen konnte jedoch keine
veranderte XT-Aktivitat im Serum der Patienten nachgewiesen werden. Die sich zu den
Kontrollen nicht unterscheidenden XT-Aktivitaten wurden dabei auf die verwendeten, nur
bedingt Isoform-spezifischen Assays (radiochemischer- und HPLC XT-Assay) zurtlickgefihrt.
Dies unterstreicht erneut die Relevanz eines, wie im Rahmen dieser Arbeit entwickelten,
Isoform-spezifischen XT-Tests. Diese und eine weitere missense Mutation (p.Arg598Cys)
fuhrten dartiber hinaus zu einer subzellularen De-Lokalisation des Enzyms. Wahrend das
Protein normalerweise im Golgiapparat lokalisiert ist, ergaben Immunfluoreszenzanalysen,
dass die XT-1 bei den betroffenen Patienten diffus im Zytoplasma de-lokalisiert ist [20, 65]. In
einer Studie aus dem Jahr 2017 wurde eine XYLT1l Mutation eines an DBSD Typ 2
erkrankten Patienten charakterisiert. Dabei fuhrte eine homozygote Duplikation einer
einzelnen Base (c.2169dupA) im XYLT1 Gen zu einer frameshift Mutation und letztendlich
zur Bildung eines frihzeitigen Stopp-Codons (p.(Val724Serfs*10)) innerhalb der
katalytischen Doméane des Enzyms. Es konnte gezeigt werden, dass die Mutation dazu
fuhrte, dass das Enzym im endoplasmatischen Retikulum zurickgehalten wurde und folglich
nicht im Golgiapparat lokalisiert war [314]. Die Mutationen fihrten somit zur keiner

vollstandigen Degradierung, sondern zur Bildung verkirzter XT-1 Proteine.

4.5.3 Erste Charakterisierung der neonatalen NHDF CRISPR XYLT1 knockout
Zellen

Um mdogliche Auswirkungen der CRISPR/Cas9-vermittelten heterozygoten frameshift
Mutation im Exon 9 des XYLT1 Gens von neonatalen NHDF zu ermitteln, wurden Analysen
auf mMRNA- und Proteinebene durchgefihrt. Im Vergleich zu den Kontrollen waren sowohl die

XYLT1- Genexpression als auch die XT-I Enzymaktivitat durch den knockout des Gens stark
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vermindert (s. Abb. 3.29 a, e). Ein Grund dafur, dass generell noch mRNA und eine
schwache Aktivitat des Enzyms nachgewiesen werden konnte kénnte sein, dass sich das
friihzeitige Stopp-Codon im hinteren Bereich des Gens (Exon 9 von 12) befand und dadurch
ein Groliteil des Gens transkribiert und translatiert wurde. Verkiirzte mRNA-Transkripte
werden durch den nonsense-mediated mMRNA decay (NMD) Mechanismus erkannt und
friihzeitig abgebaut, um die Synthese verkirzter Proteine zu verhindern [315]. Um einen
mdglichst vollstandigen knockout zu generieren sollte in Folgearbeiten ein DSB in einem
friheren Exon des XYLT1-Gens fokussiert werden. In weiterfihrenden Arbeiten sollte Die im
Zellkulturiiberstand der Klone ermittelte TGF-B1 Proteinkonzentration war im Vergleich zu
den Kontrollen signifikant erhéht. Dies stimmt mit den Ergebnissen der zuvor
charakterisierten XT-defizienten Fibroblasten des Patienten Uberein. Auch fur die Gene
XYLT2 und ACTA2 wurden erhohte mRNA-Level in den XYLT1 knockout Zellen
nachgewiesen (s. Abb. 3.29 b, c¢). Trotz der vergleichsweise gering erhéhten Genexpression
konnte erstmals im Rahmen dieser Arbeit eine kompensatorische Induktion einer XT-Isoform
in Folge einer verminderten Expression der anderen Isoform beobachtet werden. Bereits in
vorherigen Studien wurde gezeigt, dass es bzgl. der Kompensation einer verminderten
Genexpression Unterschiede macht, ob diese aus dem knockout oder dem knockdown des
betreffenden Gens resultiert. Wahrend ein knockdown des egfl7 Gens (endotheliales ECM-
Gen) im Zebrafisch zu schweren vaskularen Defekten im Organismus fihrte, fihrte ein
knockout des Gens zu keinen derartigen Defekten. In der Studie wurde dies u.a. auf eine
kompensatorisch erhdhte Expression anderer ECM-Proteine in den knockout Mutanten
zurlickgefihrt, wohingegen keine kompensatorischen Effekte nach Durchfihrung des
knockdowns detektiert wurden [316]. In murinen embryonalen Fibroblasten (MEF) fuhrte ein
y-Actin  knockout zu einer kompensatorischen Induktion der Acta2 Genexpression,
wohingegen aus einem knockdown des Gens keine kompensatorischen Effekte resultierten
[317]. In einer Humanstudie wurden Individuen identifiziert, die einen kompletten Gen
knockout aufwiesen, aber keine Erkrankung zeigten [318, 319]. Diese Beispiele zeigen
zusatzlich, dass reduzierte Expressionen oder der knockout eines Gens teilweise durch eine
erhohte Expression anderer Gene kompensiert werden kann, wobei die genauen
Mechanismen noch weiter erforscht werden mussen. Zusatzlich ist es abhangig vom
Organismus und dem betreffenden Gen, ob und in welcher Form ein Defekt kompensiert
wird [320]. Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen XT-I defizienten Patientenfibroblasten
exprimierten die CRISPR-Klone erhohte ACTA2 mRNA Level. Der Grund daftir ist durch die
ersten Charakterisierungen der Zellen nicht auszumachen, weshalb weitere Experimente,

u.a. die Analyse der Myofibroblasten-Differenzierung, folgen mussen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten erstmals neonatale NHDF generiert werden, die

heterozygote frameshift Mutationen im Exon 9 des XYLT1l Gens und dadurch bedingt
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verminderte Expressionen des Enzyms auf mMRNA- und Proteinebene aufweisen. Nachdem
bereits eine erste Charakterisierung der Zellen durchgefiihrt wurde, sollen weitere Analysen

folgen, um die Auswirkungen einer alleinigen XYLT1-Defizienz in NHDF zu evaluieren.

4.6 Ausblick

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die GAG Heparin und DS das
Potenzial haben, die XT-Aktivitdt kultivierter NHDF intra- und extrazellular zu inhibieren.
Darauf aufbauend sollte in weiterfihrenden Arbeiten der genaue Wirkmechanismus und die
Auswirkungen auf weitere zellulare Prozesse, wie bspw. die Myofibroblasten-Differenzierung,
eruiert werden. Erst dann kdonnen Aussagen dariber getroffen werden, ob und inwiefern
beide Molekdile fur die Entwicklung einer zukinftigen anti-fibrotischen Therapie geeignet sein
konnten. Fur die Identifizierung weiterer potenzieller  XT-Inhibitoren  kdnnten

Molektilbibliotheken verwendet werden.

Weiterfihrend konnte erstmals gezeigt werden, dass immortalisierte HEK293-Zellen eine
Defizienz beider XT-Isoformen nicht kompensieren kdénnen und einen seneszenten
Phanotypen ausbilden. Die visuell bestimmte Seneszenz sollte durch weitere qualitative und
guantitative Seneszenz-Assays verifiziert werden, um den in dieser Arbeit erstmals
aufgezeigten maoglichen Zusammenhang zwischen veranderten XT-Expressionen und
zellularer Seneszenz naher zu untersuchen. Durch die Anwendung weiterer zellbiologischer
Methoden konnte eruiert werden, ob die XT-defizienten Zellen ein verdandertes Sekretom

aufweisen.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein XYLT1 knockout in neonatalen NHDF erfolgreich
etabliert werden. Wahrend fur die Klone bisher u.a. verminderte XYLT1-Genexpressionen
und XT-1 Proteinexpressionen nachgewiesen wurden, sollten die Zellen im weiteren Verlauf
umfassend charakterisiert werden. Methodisch sollte der Fokus auf den in dieser Arbeit
durchgefuhrten Assays zur Untersuchung der Myofibroblasten-Differenzierung liegen.
Erzielte Ergebnisse konnten mit Wildtyp- und den in dieser Arbeit charakterisierten
Patienten-Fibroblasten verglichen werden. Dadurch lieRen sich final Aussagen darUber
tatigen, inwiefern die analysierte abnorme Myofibroblasten-Differenzierung der
Patientenzellen auf die compound heterozygoten XYLT1 Mutationen zuriickzuflhren ist.
Aufbauend auf und vergleichend zu den Studien in den HEK293-Zellen sollten weitere
CRISPR/Cas9-basierte NHDF-Klone generiert werden, die sowohl einen XYLT2 knockout als
auch einen knockout beider XT-lsoformen aufweisen. Mit Hilfe dieser Klone kénnte die
Funktion und Relevanz der beiden humanen Isoformen genauer eruiert und der Grund fur
die Existenz zweier humaner Isoenzyme naher beleuchtet werden. Dartber hinaus kdnnte

ein knockout beider XYLT-Gene in anderen Zelltypen etabliert werden. Bspw. kénnte durch
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einen knockout in Osteoblasten die Rollte der XT wahrend der Ossifikation né&her

charakterisiert werden.

Der im Rahmen dieser Arbeit entwickelte sensitive und XT-lI spezifische UPLC-MS/MS
Aktivitatstest wurde bereits erfolgreich flr die Quantifizierung generierter Zellkulturproben
verwendet. Durch die klinische Relevanz der XT-I bei fibrotischen Erkrankungen sollte der
Assay im weiteren Verlauf fir die Quantifizierung der Enzymaktivitat in Korperflissigkeiten
wie Seren oder Plasmen optimiert werden. Durch die Identifizierung eines geeigneten
Akzeptorpeptids sollte im weiteren Verlauf ergdnzend ein XT-1l spezifischer UPLC-MS/MS
Aktivitatstest entwickelt werden. Eine differenzierte Quantifizierung der XT-I- und XT-II
Aktivitat konnte zusatzlich dazu beitragen, die Koexistenz beider XT-Isoformen néher

aufzuklaren.
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5. Methoden
5.1 Zellbiologische Methoden

5.1.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten primaren dermalen Fibroblasten (NHDF und die
Patientenzelllinie MR364) und immortalisierten HEK293T-Zellen werden in Zellkulturschalen
(58 cm?) bei 37 °C im COgz-Inkubator (5 % CO,) steril kultiviert. Das verwendete DMEM-
Kultivierungsmedium wird fiir die Standardkultivierung mit 10 % fotalem Kalberserum (FCS),
1 % Antibiotikum/Antimyotikum (AB/AM) und 2 % L-Glutamin supplementiert und alle 3-4

Tage gewechselt.

5.1.1.1 Passagieren und Aussaen adharenter eukaryotischer Zellen

Die adharent wachsenden eukaryotischen Zellen werden ab Erreichen einer 70-80%igen
Konfluenz passagiert. Die Zellen werden zundchst mit 5 mL PBS gewaschen und
anschlieRend vom Boden der Zellkulturschale abgeldst. Dazu werden 5 mL einer 1%igen
Trypsin-EDTA Losung auf die Zellen gegeben und die Zellkulturschale 5 min bei 37 °C
inkubiert. Anschlielend wird das erfolgreiche Abldsen der Zellen mikroskopisch kontrolliert
und 5 mL Zellkulturmedium zu der Zellsuspension gegeben. Nach der Zentrifugation (5 min,
1.100 x g) wird der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in einem adaquaten Volumen
Zellkulturmedium resuspendiert. Ein Teil der Zellsuspension wird entweder direkt ausgesat

oder fur die Bestimmung der Zellzahl eingesetzt.

5.1.1.2 Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zahlkammer

Fur die manuelle Zellzahlbestimmung wird eine Neubauer-Zdhlkammer verwendet. Jedes
der vier Eckquadrate weist eine Flache von 0,1 mm? auf und lasst sich wiederrum in 16
kleinere Quadrate unterteilen. Fir die Zellzahlbestimmung wird ein Deckglas auf die
Zahlkkammer gelegt und 20 pL der zuvor mit Trypanblau verdinnten Zellsuspension
(Verhaltnis: 1:1) in die Zahlkammer pipettiert. Der Farbstoff Trypanblau diffundiert durch
geschadigte Zellmembranen, was zu einer Blaufarbung toter Zellen fihrt. Unter dem
Mikroskop werden die vitalen Zellen innerhalb der vier Eckquadrate gezahlt und
anschlieBend die mittlere Zellzahl pro Eckquadrat berechnet. Die Multiplikation der
gemittelten Zellzahl mit dem Verdinnungsfaktor (hier: 2) und dem Kammerfaktor (hier: 10%)

ergibt die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension.

5.1.1.3 Kryokonservierung und Revitalisierung eukaryotischer Zellen

Fur eine langfristige, sichere Lagerung von Zellkulturen werden diese kryokonserviert. Dazu

wird zunachst ein Kryomedium (80 % FCS, 20 % Dimethylsulfoxid (DMSQ)) hergestellt und

bei 4 °C vorgekihlt. DMSO wirkt der Eiskristallbildung, und einer daraus resultierenden

Schédigung der Zellen, wahrend der Kyrokonservierung entgegen. Anschlie3end werden die
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kultivierten Zellen zunachst, wie unter 5.1.1.1 beschrieben, vom Boden der Zellkulturschale
abgel6st und das Zellpellet in einem adaquaten Volumen Zellkulturmedium aufgenommen. In
einem Kryo-Rohrchen werden 500 uL der Zellsuspension mit 500 uL Kryomedium vereint
und in einem Metallblock 0.N. bei -80 °C gelagert. Am nachsten Tag erfolgt die Umlagerung

der Rohrchen in flissigen Stickstoff.

Fir die Revitalisierung der Zellen wird ein Kryo-Rohrchen aus dem Stickstofftank
entnommen und auf Eis gelagert. In einer Zellkulturschale werden 9 mL Kultivierungsmedium
vorgelegt und 1 mL der Zellsuspension (langsam im Wasserbad erwarmt) hinzugefugt. Zur
vollstandigen Entfernung des DMSO werden die Zellen am nadchsten Tag mit PBS

gewaschen und mit frischem Zellkulturmedium weiterkultiviert.

5.1.1.4 Behandlung von NHDF mit UDP und Glykosaminoglykanen

Um den Einfluss von Uridin-Diphosphat (UDP) und der beiden GAG Heparin und DS auf
adulte, primare NHDF (F42A, M45D, M56D) zu analysieren, werden zunachst jeweils
2,3 x 10° Zellen in einer Zellkulturschale (58 cm?) ausgesat. Am nachsten Tag wird das
Medium durch 10 mL UDP- oder GAG-supplementiertes Zellkulturmedium ersetzt, wobei die
Endkonzentration des jeweiligen Induktors 1 mg/mL betragt. Die Kontrollzellen werden mit
Zellkulturmedium kultiviert, das mit dem jeweils selben Volumen Wasser supplementiert wird.
48 h nach der Induktion werden die Zellen enzymatisch vom Boden der Zellkulturschale
abgel6st, die Zellsuspension zentrifugiert (siehe 5.1.1.1) und das Zellpellet in 1 mL PBS
aufgenommen. Nach erneuter Zentrifugation (1.500 x g, 3 min) wird der Uberstand
abgenommen und das Pellet in Lysepuffer (350 pL RA-1 Puffer + 3,5 yL B-ME)
resuspendiert. Das Lysat kann bis zur Isolierung der Gesamt-RNA bei -80 °C gelagert

werden. Pro Zelllinie werden drei biologische Replikate ausgesat.

5.1.1.5 UDP-Xylose Assay

In jede Kavitat einer 12-Kavitatenschale werden NHDF in einer Zelldichte von 50 Zellen/mm?
ausgesat und, wie unter 5.1.1.4 beschrieben, mit 1 mg/mL UDP behandelt. 48 h nach der
Induktion werden die Zellen in CHAPS-Puffer lysiert und die Lysate im Ultraschallbad
(Biorupter Plus, Diagenode, Liege, Belgien) inkubiert (10 Zyklen, jeweils 30 s An/15s Aus).
Danach werden 50 pL der Zelllysate mit 450 yL einer Farbelésung (100 mL of Essigsaure,
0.5 g Phloroglucin, 10 mL Salzsaure) homogenisiert, fir 4 min bei 100 °C erhitzt und die
Absorption der Proben bei 554 nm bestimmt. Zur Konzentrationsbestimmung wird eine
Xylose-Standardreihe mitgefiihrt. Die Xylose-Konzentrationen werden auf die im BCA-Assay

ermittelten Proteinkonzentrationen der Proben normiert.
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5.1.1.6 Induktion von Fibroblasten mit TGF-$1

Zur Induktion der Myofibroblasten-Differenzierung werden 50 Zellen/mm? (58 cm? Schale) in
Zellkulturmedium ausgeséat und das Medium am nédchsten Tag durch serumreduziertes
Kultivierungsmedium (0,1 % FCS) ersetzt. Nach weiteren 24 h wird das Medium durch 6 mL
TGF-B1-supplementiertes Induktionsmedium (0,1 % FCS, 5 ng/mL TGF-B1) ersetzt und die
Zellen fur weitere 48 h kultiviert. AnschlieBend werden die Zellen fur die RNA-Isolierung
lysiert (5.1.1.4) und das Lysat bei -20 °C gelagert. Pro Zelllinie werden drei biologische

Replikate ausgesat.

5.1.1.7 Detergenz-vermittelte Lyse zur Bestimmung der intrazellularen XT-Aktivitat

Zur Bestimmung der intrazellularen XT-Aktivitat wird eine im Rahmen dieser Arbeit neu
etablierte, Detergenz-vermittelte Lyse-Methode verwendet. Dazu werden die Zellen ausgesat
und am nachsten Tag induziert (5.1.1.4 und 5.1.1.5), wobei das Volumen des
Induktionsmediums auf 6 mL reduziert wird. 72 h nach der Induktion werden 2 mL des
Uberstandes fiir die Bestimmung der extrazellularen XT-Aktivitat gesichert und bei -20 °C
gelagert. Der restliche Zellkulturiiberstand wird verworfen und die Zellen mit PBS
gewaschen. Der Zellrasen wird mit 750 pL NP-40 Lysepuffer (berschichtet und die
Zellkulturschale fur 10 min bei 4 °C inkubiert. AnschlieRend werden die Zellen mechanisch
mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der Zellkulturschale abgelést und die Suspension in
ein 1,5 mL Reaktionsgefald transferiert. Nach der Zentrifugation (10.000 x g, 10 min, 4 °C)
wird der Uberstand gesichert und bis zur Bestimmung der intrazellularen XT-Aktivitat bei

-20 °C gelagert. Pro Zelllinie werden drei biologische Replikate ausgesét.

5.1.1.8 Liposomen-vermittelte siRNA Transfektion

Fur die Liposomen-vermittelte siRNA Transfektion von NHDF und immortalisierten
HEK293T-Zellen werden die Zellen wahrend des Aussaens transfiziert (reverse
Transfektion). Fir einen Transfektionsansatz werden 48 pL einer 2,5 pM siRNA-
Stammlésung (finale Konzentration im Ansatzz 40 nM) und 10 pL des
Transfektionsreagenzes Lipofectamine 2000 (ThermoFisher, San Diego, USA) in jeweils
500 pL DMEM geldst. Beide Losungen werden fir 5 min bei RT inkubiert, vereint und far
15 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Wahrenddessen werden 3 x 10° Zellen/mm? in einer
60 x 15 mm Zellkulturschale ausgesat (antibiotikafreiem Zellkulturmedium). Das Endvolumen
betragt, zusammen mit dem Transfektionsansatz, 3 mL. Der Transfektionsansatz wird
tropfenweise zu der Zellsuspension gegeben und die Zellen G.N. inkubiert. Zur spéteren
Bestimmung der Transfektionseffizienz werden in einem separaten Ansatz Zellen mit einer
FAM-markierte Kontroll-siRNA transfiziert, die an keine humane mRNA bindet. Nach 24 h
wird das antibiotikafreie Medium durch Vollmedium ersetzt und die Zellen fur weitere 48 h

kultiviert. Danach werden 2 mL Zellkulturiberstand gesichert (extrazellulare XT-Aktivitat) und
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die Zellen fur die RNA-Isolierung lysiert (siehe 5.1.1.4). Pro Zelllinie werden drei biologische

Replikate ausgesat.

5.1.1.9 Liposomen-vermittelte Plasmid-DNA Transfektion

Fur die Lipofektion neonataler NHDF und immortalisierter HEK293T-Zellen mit dem Plasmid
PX458 (Addgene, Watertown, USA) werden 1 x 10° Zellen pro Kavitat einer 12-Kavitaten
Zellkulturplatte in 1 mL Vollmedium ausgesat. Am né&chsten Tag werden flir einen
Transfektionsansatz 1,5 pg Plasmid-DNA zu 200 pL serumreduziertem OptiMEM-Medium
(ThermoFisher, San Diego, USA) gegeben und diese Lésung fur 15 min bei RT inkubiert.
Danach werden 3 puL des Transfektionsreagenzes Lipofectamine LTX (ThermoFisher, San
Diego, USA) zu der Losung pipettiert und der Ansatz fur weitere 25 min bei RT inkubiert. Das
Medium auf den zu transfizierenden Zellen wird wahrenddessen durch 1 mL antibiotikafreies
Medium ersetzt und 200 pL des Transfektionsansatzes tropfenweise auf die Zellen gegeben.
Der verwendete Vektor beinhaltet eine GFP-kodierende Sequenz, wodurch die

Transfektionseffizienz nach 48 h am Fluoreszenzmikroskop bestimmt werden kann.

5.1.1.10 Isolierung von NHDF am Durchflusszytometer

Fur die Separierung von NHDF, die mit einem GFP-exprimierenden Plasmid transfiziert
wurden (siehe 5.1.1.8), wird die Methodik des FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)
angewandt. Dabei handelt es sich um eine Form der Durchflusszytometrie, bei der
Einzelzellen in Suspension aufgrund ihrer Fluoreszenzeigenschaften analysiert und isoliert

werden kénnen.

48 h nach der Transfektion werden die Zellen trypsiniert und das Zellpellet in 2 mL PBS
aufgenommen (siehe 5.1.1.1). Die Zellsuspension wird in ein 5 mL FACS-Rd8hrchen
Uberfihrt und dabei durch einen integrierten Filter pipettiert. In ein zweites 5 mL FACS-
Réhrchen werden 500 pL  Zellkulturmedium vorgelegt und der fluoreszenzbasierte
Sortiervorgang (FITC-Kanal (FL1): Anregung: 495 nm, Emission: 519 nm) gestartet. Das
verwendete FACS-Gerat (S3e Cell Sorter (BioRad, USA)) injiziert sukzessive die
bereitgestellte Zellsuspension und pipettiert eine definierte Zellzahl in das vorgelegte
Zellkulturmedium. In einer 24-Kavitaten Platte werden pro Kavitat 500 pL Zellkulturmedium
vorgelegt und 500 pL der Zellsuspension hinzugegeben. Bis zur Vereinzelung werden die
Zellen fur zwei Wochen inkubiert, wobei in regelméafigen Abstéanden (alle 3-4 Tage) ein

Mediumwechsel durchgefihrt wird.

5.1.1.11 Zellvereinzelung von NHDF
FACS-isolierte Zellen werden in 96-Kavitaten Zellkulturplatten vereinzelt. Dazu werden die
isolierten Zellen (5.1.1.9) enzymatisch vom Boden der Kavitéat gelost und das Zellpellet in

Kultivierungsmedium resuspendiert (5.1.1.1). Nach Bestimmung der Zellzahl (5.1.1.2) wird
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eine Zellsuspension mit einer Konzentration von 5 Zellen/mL angesetzt, von der jeweils
200 pL in jede Kavitat einer 96-Kavitaten Platte pipettiert werden (1 Zelle/Kavitat). Das
Wachstum der Zellen wird regelmafiig unter dem Lichtmikroskop kontrolliert und die Zellen
nach Erreichen einer 70%igen Konfluenz auf eine 48-Kavitdten Platte transferiert. Nach
diesem Prinzip werden die Zellen jeweils nach Erreichen einer 70%igen Konfluenz auf
nachst groRere Kavitaten-Platten transferiert. Von den Zellen, die auf einer 100 x 20 cm
Zellkulturschale konfluent gewachsen sind, wird ein Teil krykonserviert (5.1.1.3). Der andere
Teil der Zellsuspension wird zentrifugiert und das Zellpellet fir die DNA-Isolierung in 50 pL

RA1-Puffer resuspendiert.

5.1.1.12 Wundheilungsassay

Fur den Wundheilungsassay werden 1x10° Fibroblasten in einer 60x15 mm Zellkulturschale
(Sigma, St. Louis, USA) ausgesat. Am néchsten Tag wird, mit Hilfe einer 100 pL
Pipettenspitze, eine artifizielle Wunde in den Zell-Monolayer eingefiigt und die Zellen mit
PBS gewaschen. Nach einer 24 h Inkubation unter Serumentzug werden die Zellen am
nachsten Tag mit TGF-B1 behandelt (siehe 5.1.1.5), um die Myofibroblasten-Differenzierung
zu induzieren. Uber einen Zeitraum von 72 h wird im Bereich der kiinstlichen Wunde mit Hilfe
eines Zellanalyse-Systems (JuLl BR live cell analyzer system, NanoEnTek, Seoul, KOR) alle
2 h ein Foto der Zellen aufgenommen. Anhand der Fotos wird die Konfluenz zu
verschiedenen Zeitpunkten mit dem Programm ImageJ quantifiziert. Als Kontrolle dienen
Zellen, die Uber den gesamten Zeitraum in serumreduziertem Medium kultiviert wurden. Der

Assay wird fur jede Zelllinie und jede Bedingung dreimal wiederholt.

5.1.1.13 Kontraktionsassay

Zur Bestimmung der Kontraktionsfahigkeit von Fibroblasten wird ein Kollagen-Typ-I basierter
Kontraktionsassay durchgefuihrt. Fur die Bildung der Kollagen-Matrix werden pro Ansatz
100 pL PBS (10x), 483 yL Wasser und 16,7 yL NaOH (1 M) homogenisiert und in eine
Kavitat einer vorgekihlten 12-Kavitaten Zellkulturplatte (Greiner Bio-One, Kremsmunster,
AUT) pipettiert. Danach werden 400 pL Kollagen Typ-l (5 mg/mL, Rattenschwanz, Ibidi,
Grafelfing) hinzugegeben und die Platte fir 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschliel3end wird
das polymerisierte Gel mit PBS gewaschen und 2,5 x 10° Zellen auf dem Gel ausgesat.
Nach einer Inkubation 0U.N. werden die Zellen gewaschen und ein Serumentzug
durchgefuhrt. Nach weiteren 24 h werden die Zellen entweder mit TGF-B1 induziert (siehe
5.1.1.5) oder weiter in serumreduziertem Medium kultiviert und die Gele mit Hilfe eines
sterilen Skalpells vom Boden und den Seiten der Kavitéat abgeltst. Die Gelgrdlen werden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten fotografiert und mittels ImageJ quantifiziert. Fir jede primare

Zelllinie und Bedingung werden drei biologische Replikate ausgesat.
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5.1.1.14 Zellproliferations- und Viabilitatsassay (WST-I)

Um Aussagen Uber die Zellproliferationsfahigkeit und die Viabilitdt eukaryotischer Zellen
tatigen zu kénnen, wird ein WST-I (water soluble tetrazolium ) Assay durchgefiihrt. Der Test
basiert auf der durch die mitochondriale Succinat-Tetrazolium-Dehydrogenase katalysierte
Umsetzung des Tetrazoliums (hellrot) zu Formazan (dunkelrot, Absorption 450 nm). Die
Katalyse findet nur in Zellen statt, die eine intakte Atmungskette aufweisen. Fir den Assay
werden 1.700 Zellen pro Kavitat einer 96-Kavitatenplatte in 100 pL Standard-
Zellkulturmedium ausgesat und 0.N. inkubiert. Danach werden die Zellen entweder mit TGF-
B1 induziert (5.1.1.5), oder in Standardmedium bzw. unter Serumentzug (0,1 % FCS)
kultiviert. Nach 44 h wird der Assay durch die Zugabe von 10 pL WST-I/ Kavitat gestartet (to).
Ab diesem Zeitpunkt wird die Absorption bei 450 nm (Referenz-Wellenlange: 690 nm)
stiindlich, Uber einen Zeitraum von 4 h, mit dem Tecan Reader infinite 200 Pro (Tecan,
Crailsheim) bestimmt. Fur die Auswertung wird ein ermittelter Hintergrundwert (nur Medium +
WST-I Reagenz) von den Proben subtrahiert. Fur jede primare Zelllinie und Behandlung

werden drei biologische Replikate vermessen.

5.1.2 Kultivierung von E.coli

5.1.2.1 Transformation von E.coli TOP10

Fir die Transformation werden die bei -80 °C gelagerten und chemisch kompetenten E.coli
TOP10 Zellen (eigene Herstellung) zunachst fur 15 min auf Eis aufgetaut. AnschlieRend
werden jeweils 3 pL Plasmid-DNA oder Wasser (Negativkontrolle) zu 50 uL der
Bakterienkultur gegeben, der Ansatz vorsichtig gemischt und fir 30 min auf Eis inkubiert.
Danach wird der Ansatz erst fir 30 sec bei 42 °C im Wasserbad und dann sofort fir 2 min
auf Eis inkubiert (heat-shock). Durch die Temperaturerhdhung wird die bakterielle
Zellmembran destabilisiert, wodurch die Permeabilitat erhéht und die DNA-Aufnahme
erleichtert wird. Durch die sofortige Abkihlung auf Eis werden die Zellmembranen wieder
verschlossen. Nach Zugabe von 500 pL SOC-Medium (auf 37 °C vorgewarmt) wird der
Transformationsansatz rotierend fur 15 min bei 37 °C inkubiert. Von jedem Ansatz werden
jeweils 50 und 75 pL auf antibiotikahaltige (75 pg/mL Ampicillin) Agarplatten ausplattiert und
U.N. bei 37 °C inkubiert.

5.1.2.2 Ansetzen von E.coli TOP10 Ubernachtkulturen
Fur das Ansetzen einer bakteriellen Ubernachtkultur werden zunachst 5 mL
antibiotikahaltiges (75 pg/mL Ampicillin) LB-Medium in einem 15 mL Zentrifugenréhrchen
(Corning, NY, USA) vorgelegt. Mit Hilfe einer Pipettenspitze wird eine Bakterienkolonie von
einer Agarplatte in das vorgelegte LB-Medium transferiert und G.N. schittelnd (200 rpm) bei
37 °C inkubiert. Um den Sauerstoffeintrag zu gewahrleisten, wird der Deckel des
Zentrifugenrohrchens nur leicht angedreht.
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5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zelllysaten

Fur die Isolierung und Aufreinigung von RNA aus Zelllysaten wird das RNA Spin Blood Kit
der Firma Macherey-Nagel (Duren) verwendet. Zunéchst werden 353,5 uL des Zelllysates
(siehe u.a. 5.1.1.4) auf eine Extraktionssaule gegeben, diese bei 13.000 x g fur 1 min
zentrifugiert und 50 pL des Eluates fiur die DNA-Normierung gesichert. Der restliche
Durchfluss wird mit 350 pL 70%igem Ethanol homogenisiert, auf eine NucleoSpin RNA Il
Saule pipettiert und erneut bei 13.000 x g fur 1 min zentrifugiert. Im Anschluss werden
350 yL MDB-Puffer auf die Saule gegeben, um die Saulenmembran zu entsalzen. Nach
erneuter Zentrifugation (13.000 x g, 1 min) werden 95 pL einer 1:10 in rDNase-
Reaktionspuffer verdinnten rDNase-LOsung auf die Membran pipettiert und die S&ule 15 min
bei RT inkubiert. Dieser Schritt dient dem enzymatischen Abbau kontaminierender DNA. Im
Anschluss an die Inkubation wird die Membran dreimal gewaschen. Dazu werden zunéchst
200 pL RA2-Puffer auf die S&aule gegeben und zentrifugiert (1 min, 13.000 x g). Der
Durchfluss wird verworfen und die Saule mit 600 uL RA3-Puffer gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation (1 min, 13.000 x g) wird die Saule mit 250 puL RA3-Puffer gewaschen und fur
2 min bei 13.000 x g zentrifugiert. Um die Saulenmembran vollstandig zu trocknen, wird die
Saule nochmals bei 13.000 x g fur 1 min zentrifugiert. Fur die Elution der RNA werden 25 uL
RNase-freies Wasser mittig auf die Sdulenmembran pipettiert und die Saule fir mindestens
1 min bei RT inkubiert. AnschlielBend wird die Séule zentrifugiert und die eluierte RNA fiir die

cDNA-Synthese eingesetzt. Alternativ kann die RNA bei -80 °C gelagert werden.

5.2.2 Reverse Transkription

Das Umschreiben von isolierter mRNA in cDNA erfolgt mit dem Superscript Il Reverse
Transcriptase Kit der Firma ThermoFisher (Waltham, USA). Pro Ansatz wird 1 pg der
isolierten RNA (5.1.1) mit 2 pL einer dNTP- (25 mM) und 2 pL einer Oligo-dT-Losung
(7 pmol) versetzt. Die Verwendung von Oligo-dT Primern garantiert, dass lediglich
polyadenylierte RNA transkribiert wird. Nach der Zugabe von RNase-freiem Wasser wird der
Reaktionsansatz (24 pL Gesamtvolumen) fir 5 min bei 65 °C inkubiert und anschliel3end fur
mindestens 1 min auf Eis abgekuhit. Nach Zugabe von 8 UL des 5 x First Strand Buffers und
4 uL DTT wird der Reaktionsansatz bei 42 °C fir 2 min inkubiert. AnschlieRend erfolgt die
Zugabe von 2 uL der reversen Transkriptase und eine Inkubation fir 50 min bei 42 °C. Zur
Denaturierung des Enzyms wird der Reaktionsansatz final fir 15 min auf 70 °C erhitzt. Die
cDNA wird 1:10 verdinnt und bei -20 °C gelagert.

5.2.3 Isolierung von Gesamt-DNA aus Zelllysaten
Fur die Isolierung und Aufreinigung von Gesamt-DNA aus Zelllysaten wird das NucleoSpin

Blood Kit der Firma Macherey-Nagel (Duren) verwendet. Die zuvor generierten Zelllysate
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(u.a. 5.1.1.10) werden zunachst 1:1,5 mit 99,9%igem Ethanol verdiinnt und das gesamte
Volumen auf eine NucleoSpin Blood Saule pipettiert. Durch die Zentrifugation fir 1 min bei
13.000 x g kommt es zur Bindung der DNA an die Silikamembran der Saule. In einem ersten
Waschschritt werden 500 pL BW-Puffer auf die Séule gegeben und diese fur 1 min bei
13.000 x g zentrifugiert. In einem zweiten Waschschritt werden 600 pL B5-Puffer auf die
Saule gegeben und erneut zentrifugiert (1 min, 13.000 x g). Der Zentrifugationsschritt wird
wiederholt, um die Saulenmembran komplett zu trocknen. Im letzten Schritt wird ein
adaquates Volumen DNase-freien Wassers mittig auf die Membran pipettiert, fir 1 min bei
RT inkubiert und die S&ule fir 1 min bei 13.000 x g zentrifugiert. Die isolierte DNA wird bei -
20 °C gelagert.

5.2.4 Endotoxin-freie Isolierung von Plasmid-DNA aus E.coli

Zur Isolierung Endotoxin-freier Plasmid-DNA aus E.coli wird das EndoFree Plasmid Maxi Kit
der Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Dabei werden zunéchst 100 mL einer E.coli
Ubernachtkultur (5.1.2.2) fur 15 min bei 6.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird
abgenommen und das bakterielle Zellpellet in 10 mL P1-Puffer resuspendiert. Fur die
alkalische Lyse der Zellen werden 10 mL P2-Puffer (200 mM NaOH, 1% SDS (w/v))
hinzugefligt, das Reaktionsgefald sechsmal invertiert und anschlieBend fir 5 min bei RT
inkubiert. Das Detergenz SDS denaturiert zellulare Proteine und destabilisert die
Zellmembran. NaOH hingegen zerstort die Zellwand und denaturiert die genomische
(gDNA)- und Plasmid-DNA. Nach der Inkubation werden 10 mL P3-Puffer zum Lysat
pipettiert und das Reaktionsgefald erneut sechsmal invertiert. Der Puffer enthdlt 1 M
Potassiumacetat (pH 5,5), wodurch es zur Neutralisierung der Lésung und zur Renaturierung
der Plasmid-DNA kommt. Die weitaus grof3ere gDNA kann nicht renaturieren und bleibt
einzelstrangig. Im nachsten Schritt wird die Lésung auf eine Saule transferiert und fr 10 min
bei RT inkubiert. Dabei kommt es zur Separierung der léslichen, doppelstrangigen Plasmid-
DNA von den unléslichen Komponenten (einzelstrangige gDNA, Proteine, SDS), die als
Folge hydrophober Interaktionen ein Prazipitat bilden. Nach der Inkubation wird das Zelllysat
filtriert, mit 2,5 mL ER-Puffer versetzt und fir 30 min auf Eis inkubiert. Um die Plasmid-DNA
weiter aufzureinigen, wird das Lysat auf eine Aufreinigungssaule gegeben und bei RT
inkubiert. Der Durchfluss wird verworfen und die Saule zweimal mit jeweils 30 mL QC-Puffer
gewaschen. Fir die Elution werden 15 mL QN-Puffer mittig auf die Sdulenmembran pipettiert
und die Saule bei RT inkubiert. Fir die Prazipitation der Plasmid-DNA wird das durch die
Schwerkraft diffundierte Eluat mit 10,5 mL Isopropanol versetzt. Nach Zentrifugation der
Lésung (5.000 x g, 4 °C, 60 min) wird der Uberstand dekantiert und das DNA-Pellet mit 5 mL
Ethanol (70%ig) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation (5.000 x g, 4 °C, 60 min) wird das
Pellet fir 10 min an der Luft getrocknet und schlie3lich in 500 uL TE-Puffer (Endotoxin-frei)

gel6st. Die gereinigte Plasmid-DNA wird bei -20 °C gelagert.
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5.2.5 Photometrische Reinheits- und Konzentrationsbestimmung von
Nukleinsauren

Fur die Bestimmung der Reinheit und Konzentration von DNA- und RNA-L&sungen wird der
NanoDrop 2000 der Firma ThermoFisher (San Diego, USA) verwendet. Wahrend DNA- und
RNA-Molekiile ein Absorptionsmaximum bei 260 nm aufweisen, absorbieren Proteine das
meiste Licht im Wellenlangenbereich von 280 nm. Um die Reinheit einer Nukleinséure-
Losung zu bestimmen, berechnet der NanoDrop 2000 den Quotienten aus der Absorption
bei 260 und 280 nm. Der Wert des Quotienten ist bei reinen DNA-Proben 1,8, bei reinen
RNA-Proben hingegen 2,0. Niedrigere Werte deuten jeweils auf eine Kontamination mit
Proteinen hin. Die Berechnung der Konzentration beruht auf dem Lambert Beerschen

Gesetz:
A=Exb=*c
A = Absorption
E = Extinktionskoeffizient [L mol* cm™]
b = Schichtdicke der Kuvette [cm]

¢ = Konzentration [mol L]

5.2.6 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Durch eine PCR (polymerase chain reaction) lassen sich, unter Verwendung einer DNA-
Polymerase und spezifischen Primern, gezielt DNA-Bereiche amplifizieren. Eine PCR lasst

sich dabei in drei Schritte unterteilen, die zusammen einen PCR-Zyklus bilden:

1. Wahrend der Denaturierung wird der Reaktionsansatz (Tab. 5.1) auf 95 °C erhitzt.
Dadurch kommt es zur Spaltung des DNA-Doppelstranges unter Bildung zweier
einzelstrangiger DNA-Molekiile.

2. Im zweiten Schritt kommt es zur komplementaren Hybridisierung der verwendeten
Primer mit der einzelstrangigen DNA. Die dabei verwendete Temperatur ist abhéngig
von der Primer- und der Zielsequenz. Eine optimale Annealing-Temperatur
(s. Tab. 6.4) muss daher zuvor fir jedes Primer-Paar, unter Anwendung einer
Gradienten-PCR, bestimmt werden.

3. Wahrend der Elongation kommt es zu einer sukzessiven Verlangerung des DNA-
Tochterstranges bei einer Temperatur von 72 °C. Dabei inseriert die DNA-
Polymerase, ausgehend von den freien 3" Hydroxylgruppen der Primer, ein jeweils
zum Leitstrang komplementares Desoxynukleosidtriphosphat (ANTP).
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Fur jede PCR werden insgesamt 35 Zyklen durchgefiihrt, wobei die DNA-Menge nach jedem
Zyklus exponentiell vervielfaltigt wird.

Tabelle 5.1: Reaktionsansatz einer PCR-Reaktion zur Amplifizierung der DNA im Bereich der gRNA-
Bindungsstelle.

Reagenz Volumen [uL]
10 x PCR-Puffer 2,5
Q-Solution 5,0

dNTPs [25 mM] 0,25

Forward Primer [25 pM] 0,5

Reverse Primer [25 uM] 0,5
Template-DNA 5,0

HotStar Taq DNA-Polymerase 0,1

Wasser 11,15

)3 25

Tabelle 5.2: Temperaturprofil einer PCR-Reaktion zur Amplifizierung der DNA im Bereich der gRNA-
Bindungsstelle.

Reaktionsschritt Zeit [min] Temperatur Zyklen
[°C]

Initiale Denat. 15:00 95 1

Denaturierung 1:00 95

Annealing 1:00 Ta 35

Elongation 1:00 72

Finale Elongation 15:00 72 1

5.2.7 Quantitative real-time PCR

Zur relativen Quantifizierung der Genexpression in Echtzeit wird eine real-time PCR (qPCR)
durchgeflihrt, wobei das Prinzip dem der klassischen PCR (5.1.6) gleicht. Anders als bei der
herkdmmlichen PCR werden die fir die qPCR verwendeten Primer Intron-tberspannend
konzipiert, um die Amplifizierung kontaminierender DNA zu verhindern. Das im
Reaktionsansatz (Tab. X) enthaltene Fluorophor SYBR-Green absorbiert blaues
(Amax = 497 nm) und emittiert griines (Amax = 520 nm) Licht. Zusatzliche besitzt es die
Fahigkeit, in doppelstrangige DNA zu interkalieren. Das wahrend der gPCR nach jedem
Zyklus gemessene Fluoreszenzsignal ist daher proportional zu der Menge an gebildetem
PCR-Produkt.
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Tabelle 5.3: Reaktionsansatz einer qPCR-Reaktion.

Reagenz Volumen [uL]
cDNA (1:10 verdinnt) 25
SYBR-Green mix 5

Primer forward [25 uM] 0,25

Primer reverse [25 uM] 0,25

Wasser 2

> 10

Neben dem Fluorophor beinhaltet der verwendete SYBR-Green mix u.a. die dNTPs und eine
Tag-Polymerase. Die Ansatze werden mit Hilfe eines Pipettierroboters in eine weiRe 384-

Kavitaten Platte pipettiert und diese anschliel3end fur 1 min bei 1.000 x g zentrifugiert.

Fur die Amplifizierung wird ein LightCycler 480 Il (Roche, Reinach, Schweiz) verwendet und

das in Tab. 5.4 aufgefiihrte Temperaturprofil durchgefihrt.

Tabelle 5.4: Temperaturprofil einer gPCR-Reaktion.

Reaktionsschritt Zeit [min] Temperatur Zyklen
[°C]
Initiale Denat. 5:00 95 1
Denaturierung 0:10 95
Annealing 0:15 Ta 45
Elongation 0:20 72
Schmelzkurve 0:05 95
15:00 65-97
Kuhlen 300 4 1

Die Annealing-Temperatur (T,) des jeweiligen Primerpaares wird mittels Gradienten-PCR
bestimmt (s. Tab. 6.3) Bedingt durch geringe cDNA-Ausgangskonzentrationen werden
wahrend der ersten Zyklen kaum Anderungen im Fluoreszenzsignal detektiert. Nach dem
Uberschreiten eines Schwellenwertes (cycle threshold, C+) steigt die DNA-Konzentration pro
Zyklus exponentiell an. Die Hohe des Ci-Wertes ist dabei abhéngig von der
Expressionsstarke des untersuchten Gens. Im Anschluss an die Amplifikation wird eine
Schmelzkurven-Analyse durchgefuhrt, um die Spezifitait des gebildeten Produktes zu
kontrollieren. Die relativen Genexpressionen der Proben werden unter Verwendung der
AACt-Methode ermittelt. Dabei werden die Cr-Werte der Referenzgene zunéchst von den

CT-Werten eines Zielgens subtrahiert (ACt). Danach werden die ACt-Werte behandelter auf
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die ACr-Werte unbehandelter Zellen (Negativkontrollen) normiert (AACy) [321]. Als
Referenzgene wurden in dieser Arbeit die drei Haushaltsgene 82M, GAPDH und HPRT1

verwendet.

5.2.8 Reinigung von PCR-Produkten

Zur Entfernung von Uberschiissigen PCR-Komponenten wird das gebildete PCR-Produkt
unter Verwendung des MSB Spin PCRapace Kits der Firma Stratec Biomedical (Birkenfeld)
gereinigt. Dazu werden 25 pL des PCR-Produkts zunéchst mit 250 uL eines Bindungspuffers
homogenisiert, die Losung auf eine Reinigungsséaule gegeben und fir 4 min bei 13.000 x g
zentrifugiert. Anschlieend werden 15 pL DNase-freies Wasser mittig auf die Membran
pipettiert, die Saule 1 min bei RT inkubiert und fir 1 min bei 13.000 x g zentrifugiert. Das
gereinigte PCR-Produkt wird bei -20 °C gelagert.

5.2.9 Sanger-Sequenzierung gereinigter PCR-Produkte

Fur die Sequenzierung der gereinigten PCR-Produkte wird die Kettenabbruchmethode nach
Sanger verwendet. Das Prinzip beruht auf dem zufélligen Einbau von Didesoxyribonukleosid-
Triphosphaten (ddNTPs), die an ihrem 3"-Ende keine Hydroxygruppe besitzen. Dadurch ist
es der verwendeten Polymerase nicht mdglich, den DNA-Strang weiter zu verlangern und es
kommt zum Kettenabbruch. Auf diese Weise werden Fragmente aller Langen gebildet, die
sich mittels Kapillar-Gelelektrophorese (3500 Genetic Analyzer (ThermoFisher, San Diego,
USA)) in einer Gelmatrix (POP7-Polymer) auftrennen lassen. Die vier ddNTPs sind dabei alle
unterschiedlich fluoreszenzmarkiert und kénnen nach Laseranregung spezifisch detektiert

werden.

Zur Synthese der Kettenabbruch-Fragmente wird eine PCR durchgefuhrt (Tab. 5.5), wobei
der verwendete Premix u.a. die ddNTPs und die Polymerase enthalt. Es werden insgesamt
30 Zyklen durchgefiihrt, wobei die Annealing-Temperatur (Ta) abhangig vom jeweils
verwendeten Primer (forward oder reverse) ist. Nach der Amplifikation werden die
endstandig fluoreszenzmarkierten Fragmente mittels Sephadex-G50 Gelfiltration gereinigt.
Dazu wird zunéchst eine Saule mit 750 uL einer Sephadex-G50 Suspension beschickt und
fuir 2 min bei 1.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen und der
Sequenzieransatz (20 pL) auf die entstandene Gelmatrix pipettiert. Nach erneuter
Zentrifugation (4 min, 1.000 x g) wird der gereinigte Sequenzieransatz 1:1 mit HPLC-Wasser

verdlnnt.
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Tabelle 5.5: Reaktionsansatz fur eine Sequenzierreaktion.

Reagenz Volumen [uL]
Gereinigtes Amplifikat 3

BigDye Premix 2

Primer (2,5 pM; fwd o. rev) 15

BigDye Puffer (5x) 4
HPLC-Wasser 9,5

> 20

Tabelle 5.6: Temperaturprofil fir eine Sequenzierreaktion.

Reaktionsschritt Zeit [s] Temperatur [°C] Zyklen
Initiale 120 95 1
Denaturierung

Denaturierung 10 95

Annealing 10 Ta 30
Elongation 240 60

Kuhlen 300 4 1

Die Proben werden elektrophoretisch bei einer Spannung von 10 kV injiziert. Die
anschlieRende Kapillargel-Elektrophorese wird fr 90 min bei 50 °C und einer Spannung von
8,5 kV durchgefihrt. Das resultierende Elektropherogramm wird mit der Sequence-Analysis

Software (Perkin Elmer, USA) ausgewertet.

5.2.10 Agarose-Gelelektrophorese

Nukleinsauren sind negativ geladene Molekile, die im elektrischen Feld in Richtung der
Anode migrieren. Die Geschwindigkeit verhédlt sich dabei umgekehrt proportional zur
FragmentgréRe, wodurch kurze Fragmente schneller durch das elektrische Feld migrieren
als lange. Fir die Erstellung eines 2%igen Agarosegels werden 2 g Agarose (Carl Roth,
Karlsruhe) mit 100 mL TBE-Puffer versetzt und durch Erhitzen gelést. Nach Zugabe von
10 pL Ethidiumbromid wird die Losung in einen Geltrager gegossen und bis zur vollstdndigen
Polymerisierung bei RT inkubiert. Das Ethidiumbromid kann in die DNA interkalieren und
fluoresziert nach Anregung mit UV-Licht. 5 pL der zu analysierenden DNA-Probe werden mit
2 uL eines DNA-Ladepuffers versetzt und in eine Geltaschen des polymerisierten Agarose-
Gels pipettiert. Zur spateren Bestimmung der FragmentgréRen werden zusatzlich 3,5 pL
eines DNA-Langenstandards (pUC19/Mspl, MBBL, Bielefeld) aufgetragen. Die

elektrophoretische Auftrennung wird fir 30 min bei einer Spannung von 120 V und einer
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Stromstarke von 140 mA durchgefiuihrt. Nach Anregung mit UV-Licht koénnen die

FragmentgréRen bestimmt werden.

5.2.11 Klonierung von XYLT-spezifischen gRNA-Sequenzen in den Vektor
PX458

Fur die Klonierung von gRNA-Sequenzen in den Plasmidvektor pSpCas9(BB)-2A-GFP
(PX458, Addgene, Watertown, USA) missen zunachst spezifische XYLT-gRNA Sequenzen
konzipiert werden. Dazu stehen unterschiedliche bioinformatische Programme zur
Verfugung, wobei in dieser Arbeit das Programm ,E-CRISP* verwendet wird. Nach Eingabe
des Organismus (Homo sapiens) und des zu mutierenden Gens (XYLT1 oder XYLT2)
werden potentielle gRNA-Sequenzen und deren Bindungsstelle im Gen angezeigt. Wichtig
bei der Wahl einer gRNA-Sequenz ist u.a., dass die Sequenz spezifisch ist und an keiner

anderen Stelle im Genom (off-target) bindet.

Es werden jeweils zwei, im zentralen Bereich zueinander komplementare, gRNA-
Oligonukleotide (sense und antisense) konzipiert. Deren 5" -Uberhange sind komplementar
zu den Uberhangen, die durch den Verdau des Vektors PX458 mit dem Restriktionsenzym
Bbsl entstehen. Die gRNA-Oligonukleotide werden mit Wasser auf eine Konzentration von
100 uM verdinnt und deren Annealing und Phosphorylierung in einer Reaktion durchgefiihrt.
Der Reaktionsansatz (Tab. 5.7) wird zuné&chst fir 30 min bei 37 °C inkubiert, dann fir 5 min
bei 95 °C erhitzt und anschlieRend sukzessive (5 °C/ min) auf 25 °C abgekduhilt.

Tabelle 5.7: Reaktionsansatz fiir das Annealing und die Phosphorylierung der gRNA-Oligonukleotide.

Reagenz Volumen [pL]
gRNA-Oligonukleotid sense 1
gRNA-Oligonukleotid antisense 1

T4 Ligationspuffer (10x) 1

T4 PNK (10 U/ hL) 0,5

Wasser 6,5

5 10

Die phosphorylierten Oligonukleotide werden 1:200 mit Wasser verdiunnt und werden
bei  -20 °C gelagert.

Der Verdau und die Ligation werden ebenfalls in einer Reaktion (Tab. 5.8) durchgefuhrt.
Dabei wird der Vektor PX458 durch das Restriktionsenzym Bbsl verdaut und die zuvor
phosphorylierten gRNA-Oligonukleotide komplementar im Bereich der

Restriktionsschnittstelle in den Vektor ligiert.
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Tabelle 5.8: Ansatz fur die Verdau- und Ligationsreaktion.

Reagenz Volumen [pL]
Vektor PX458 (100 ng) X
Phosphorylierter Oligo-Duplex 2
(1:200 Verdiinnung)

Fast Digest Puffer (10x) 2
DTT (10 mM) 1
ATP (10 mM) 1
Fast Digest Bbsl 1
T4 Ligase (400 U/uL) 0,5
Wasser X
> 20

Der Reaktionsansatz wird zun&chst fiir 5 min bei 37 °C und dann fir weitere 5 min bei 23 °C
inkubiert (insgesamt 6 Zyklen). Der die gRNA-Sequenz enthaltene Vektor PX458 kann bei -
20° gelagert oder direkt fur die Transformation (siehe 5.1.2.1) verwendet werden.

5.2.12 TA-Klonierung

Fur den Allel-spezifischen Nachweis von Mutationen wird der TA-cloning Assay der Firma
ThermoFisher (San Diego, USA) verwendet. Zunéchst wird die zu analysierende
genomische DNA (gDNA) isoliert (siehe 5.1.3) und deren Konzentration photometrisch
bestimmt (siehe 5.1.5). Unter Verwendung spezifischer Primer wird mittels PCR (siehe 5.1.6)
der Bereich amplifiziert, in dem es zum CRISPR/Cas9-vermittelten DSB der DNA kommen
soll. Nach dem elektrophoretischen Nachweis eines spezifischen PCR-Produktes (siehe
5.1.9) wird das PCR-Produkt in den Vektor pCR 2.1 ligiert. Durch die Verwendung einer Tag-
Polymerase weisen die PCR-Produkte am 3"-Ende Adenin Uberhange auf, wodurch es zur
vereinfachten Ligation mit dem Vektor (enthalt 3°-Thymin Uberhange) kommt. Nach
Inkubation des Ligationsansatzes (Tab. 5.9) fir 1 h bei RT werden 3 uL des Ansatzes fir die
Transformation von E.coli ToplO0 Zellen verwendet (siehe 5.1.2.1). Von den
Bakterienkolonien werden Ubernachtkulturen angesetzt (5.1.2.2), deren Plasmid-DNA
Endotoxin-frei isoliert (5.1.4) und anschlieend fir die Sequenzierung eingesetzt (siehe
5.1.8).
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Tabelle 5.9: Ligationsansatz fur die TA-Klonierung.

Reagenz Volumen [pL]
PCR-Produkt

T4 DNA Ligasepuffer (5x)

pCR 2.1 Vektor [25 ng/uL]
ExpressLink T4 DNA-Ligase (5 U)

Wasser

RN NP

2 10

5.2.13 T7-Endonuklease Assay
Zum Nachweis von CRISPR/Cas9-vermittelten Mutationen wird der T7-Endonuklease Assay

verwendet. Das Enzym erkennt Einzelstrangmutationen und schneidet die DNA im Bereich

von Basenfehlpaarungen doppelstrangig.

Zur Durchfihrung des Assays werden Zellen, die mit dem Plasmid PX458 transfiziert
wurden, geerntet und deren DNA isoliert. In der anschlieBenden PCR wird der zur gRNA
komplementare Bereich durch flankierende Primer amplifiziert und das Amplifikat gereinigt.
Fir einen Reaktionsansatz werden 200 ng des gereinigten Amplifikats mit 2 pL 10x
Reaktionspuffer (NEBuffer 2, New England BiolLabs, Ipswich, USA) gemischt und mit
Wasser auf ein Endvolumen von 19 pL gebracht. Fur die Heteroduplex-Bildung wird der
Reaktionsansatz im Thermocycler fir 10 min bei 95 °C denaturiert und anschlieRend

sukzessive auf eine Temperatur von 25 °C abgekihlt (Tab. 5.10).

Tabelle 5.10: Temperaturprofil fir die Heteroduplex-Bildung.

Reaktionsschritt  Zeit [s] Temperatur [°C] Rate
Initiale 120 95 /
Denaturierung

/ 95-85 -2°Cls
Annealing

/ 85-25 - 0,1°C/s

AnschlieBend werden 1 pL der T7-Endonuklease (10.000 U/mL, New England BiolLabs,
Ipswich, USA) zu jedem Reaktionsansatz pipettiert und fir 1 h bei 37 °C inkubiert. Durch
Zugabe von 1,5 pL einer 0,25 M EDTA-LAsung wird die Reaktion abgestoppt und die Proben
auf ein Agarosegel aufgetragen. Die Intensitéten der detektierten Banden werden mit ImageJ
guantifiziert. Als Kontrolle dient, mit jeweils denselben Primern amplifizierte, DNA aus nicht-

transfizierten Zellen.
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5.3 Proteinbiochemische Methoden

5.3.1 BCA-Assay zur Bestimmung der Gesamt-Proteinkonzentration

Der fur die Quantifizierung der Gesamtproteine einer Losung (Zelllysat, Zellkulturiberstand)
eingesetzte Bicinchoninsaure (BCA)-Assay beruht auf der Reduktion von Cu?*- zu Cu*-lonen
durch proteinogene Aminosauren. Die einwertigen Kupferionen bilden mit der BCA einen
vierwertigen, violetten Komplex aus, der kolorimetrisch bei einer Wellenlange von 562 nm
nachgewiesen werden kann. Das gemessene Signal verhalt sich dabei proportional zur

Proteinkonzentration.

Fur die Durchfuihrung des Assays werden 25 L der zu analysierenden Probe (1:2 in Wasser
verdunnt) in Doppelbestimmung pro Kavitét einer farblosen 96-Kavitatenplatte pipettiert. Flr
die spatere Quantifizierung der Proben wird gleichzeitig eine BSA-Standardreihe (0, 50, 100,
200, 400, 600, 1000 pg/mL) in Doppelbestimmung (jeweils 25 pL) mit aufgetragen. Zu jeder
Probe (und jedem Standard) werden 200 uL einer Kupfersulfat/BCA-L&sung (Verhéaltnis:
1:50) pipettiert und gut gemischt. Die Platte wird mit Parafilm versiegelt und fir 30 min bei
37 °C inkubiert. Die anschlieRende Absorbtionsmessung bei 562 nm erfolgt mit dem Tecan
Reader infinite 200 PRO. Die fur die BSA-Standards ermittelten Werte werden uber eine
lineare Regression ausgewertet und fir die Bestimmung der Proteinkonzentration der

Proben verwendet.

5.3.2 Radiochemischer XT-Aktivitatstest

Zur Quantifizierung der intra- und extrazellularen XT-Aktivitdt wird u.a. ein radiochemischer
Assay verwendet. Das Prinzip beruht dabei auf der XT katalysierten Xylosylierung eines
Akzeptor-Molekils mit radioaktiver UDP-[**C]-Xylose, wobei die Menge an kovalent
gebundener [**C]-Xylose proportional zur XT-Aktivitat ist [214]. Das in dem Assay als
Akzeptor verwendete Seidenfibroin enthéalt die repetitive AS-Sequenz G-S-G-A-G-A-G-A und
damit das fur die Xylosylierung essenzielle G-S-G Motiv. Fir die Reaktion werden zunéchst
250 pL der radioaktiv markierten Xylose (7,24 GBg/mmol) mit 950 uL Wasser und 50 pL
MES-Puffer verdiinnt. Neben dem Akzeptor und der verdinnten UDP-[**C]-Xylose enthélt
jeder Reaktionsansatz (Tab. 5.11) als Enzymquelle entweder Lysat (intrazellulare XT-
Aktivitat) oder Zellkulturiiberstand (extrazellulare XT-Aktivitét) (siehe 5.1.1.6).
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Tabelle 5.11: Reaktionsansatz flir den radiochemischen XT-Test.

Reagenz Volumen [pL]
MES-Puffer 5
Mg/Mn-L6ésung 5
UDP-[**C]-Xylose 10
Seidenfibroin (1 %, solvatisiert) 30
Lysat/Zellkulturiberstand 50

> 100

Die Reaktionsansatze (Doppelbestimmung) werden fur 4 h bei 37 °C inkubiert und
anschlielend 90 pL jedes Ansatzes auf ein Nitrocelluloseplatichen pipettiert. Nach der
Inkubation fir 2 h bei RT werden die getrockneten Nitrocelluloseplattchen in Szintillations-
Rohrchen transferiert und das Seidenfibroin durch die Inkubation mit 3 mL einer 10%igen
Trichloressigsaure (TCA)- Losung geféllt. Die Plattchen werden anschlieend dreimal
mit  5%iger TCA-LOsung (Inkubation: 10, 15 und 10 min) gewaschen und mit 3,5 mL
Szintillationsflissigkeit tUberschichtet. Wahrend der Inkubation 0.N. bei RT werden die
Nitrocelluloseplattchen aufgeltst und die entstandene Losung kann fir die Bestimmung der
Zerféalle pro Minute (decay per minute, dpm) am Szintillationszahler eingesetzt werden. Die

gemessenen dpm-Werte werden auf die DNA-Konzentration der Probe normiert.

5.3.3 Immunfluoreszenzanalyse zum Nachweis von a-SMA

Fir die Quantifizierung der a-SMA Proteinexpression werden pro Kavitat einer 12-Kavitaten
Platte 1,95 x 10* Fibroblasten in Doppelbestimmung ausgesat. Im weiteren Verlauf werden
die Zellen, wie unter 5.1.1.5 beschrieben, mit TGF-f1 induziert und danach fir weitere 120 h
kultiviert. Danach werden die Zellen mit PBS gewaschen und der Zellrasen mit 200 pL einer
Aceton:Methanol Lésung (1:1) zur Fixierung fur 10 min Uberschichtet. Nach Trocknung an
der Luft werden die Zellen erneut mit PBS gewaschen (2x) und unspezifische Bindestellen
durch Zugabe von 200 uL einer BSA Ldsung (1 % in PBS geldst) blockiert. Die Platte wird fir
1 h unter leichtem Schutteln (100 U/min) inkubiert und der Zellrasen mit PBS gewaschen.
Danach kommt es flir 2 h bei RT und unter Schiitteln zur Inkubation mit 200 pL der
Primarantikorper-Losung. Diese enthalt den monoklonalen Priméarantikérper (mouse-anti-
human smooth muscle actin Clone 1A4) in einer 1:50 Verdinnung (in 0,1 % BSA/PBS).
Nach grindlichem Waschen (2x) wird der Zellrasen mit 200 pL einer 1:75 Verdinnung (in
0,1 % BSA/PBS) des FITC-konjugierten Sekundarantikbrpers (goat-anti-mouse)
Uberschichtet. Die anschlieende Inkubation erfolgt schittelnd fur 1 h im Dunkeln. Die Zellen

werden dreimal gewaschen und fir die Mikroskopie mit PBS Uberschichtet.
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5.3.4 Western Blot Analyse zum quantitativen Nachweis von a-SMA

Fir den quantitativen Nachweis der basalen a-SMA- Proteinexpression in Fibroblasten
werden jeweils 2,3 x 10° Zellen in einer 100 x 20 mm Zellkulturschale ausgesat. Am
nachsten Tag wird das Zellkulturmedium durch frisches Vollmedium ersetzt und die Zellen
fur weitere 72 h kultiviert. Danach werden die Zellen mit 300 uL eines speziellen Lysepuffers
fur Transmembranproteine Uberschichtet und fir 10 min bei 4 °C inkubiert. Die Zellen
werden mechanisch vom Boden der Schale geldst und in die Suspension in ein 1,5 mL
Reakionsgefal? Uberfihrt. Nach der Homogenisierung werden die Zellen zentrifugiert
(10 min, 10.000 x g, 4 °C), der Uberstand gesichert und zur Bestimmung der

Proteinkonzentration im BCA-Assay (siehe 5.3.1) eingesetzt.

Fur die Separierung der Proteine wird eine Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) Polyacrylamid-
Gelektrophorese (PAGE) durchgefiihrt. Dafiir wird fiir jede Probe zunachst der in Tab. 5.12
aufgelistete Reaktionsansatz pipettiert und anschlieend fiir 5 min bei 95 °C inkubiert. Dieser

Schritt dient der initialen Denaturierung der nativen Proteine.

Tabelle 5.12: Reaktionsansatz zur Vorbereitung der Zelllysate fur die SDS-PAGE.

Komponente Teile
Zelllysat (20 pg) 4
Reduzierendes Agenz (10x) 1
Tris-Glycin SDS-Probenpuffer (2x) 5

Der verwendete Probenpuffer enthédlt u.a. das Detergenz SDS, welches die Denaturierung
unterstitzt und, bedingt durch seine stark negative Ladung, die intrinsische Nettoladung (net
charge) der Proteine maskiert. Dadurch werden die Proteine ausschlie3lich aufgrund ihres
Molekulargewichts voneinander getrennt. Die denaturierten Proben werden in die Taschen
eines 8-16 % SDS- Polyacrylamidgels (Novex WedgeWell 8- 16 % Tris- Glycine Gel 1,0 mm,
ThermoFisher, Dan Diego, USA) pipettiert und fiir 2 h bei 125 V (in SDS-Puffer) aufgetrennt.
Zusatzlich werden auf jedes Gel 12 pL eines Grolenstandards aufgetragen (HiMark Pre-
Stained Protein Standard).

Nachdem die Proteine in der SDS-PAGE voneinander separiert wurden, werden sie unter
Verwendung eines Tank-Blot-Systems auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran

Ubertragen. Dazu wird der in Abb. 5.1 dargestellte Aufbau realisiert.
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Abbildung 5.1 [322]: Schematischer Aufbau eines Tank-Blot-Systems flir den Proteintransfer von einem Gel auf
eine Membran mittels Western Blot.

Die verwendeten blotting pads werden in Transferpuffer getrankt. Dieser enthélt u.a. 5 %
Methanol, wodurch die Hydrophobizitdt der Proteine erhdéht und deren Transfer erleichtert
wird. Der Transfer erfolgt fiir 2 h bei 25 V. Nach dem Transfer der Proteine wird die Membran
unter leichtem Schutteln fur 1 h mit einer 5%igen BSA-L6sung inkubiert, um freie Bereiche
auf der Membranoberflache zu blockieren. Nachdem die Membran dreimal mit TBS-T Puffer
(jeweils 10 min) gewaschen wurde, wird sie U.N. (rotierend und bei 4 °C im Kihlschrank) mit
der Priméarantikdrper-Lésung inkubiert. Fir das Ansetzen der Losung wird der verwendete,
monoklonale a-SMA Antikorper (mouse-anti-human smooth muscle actin Clone 1A4) 1:2000
in TBS-T Puffer (enthalt 2,5 % BSA) verdinnt. Am nachsten Tag wird die Membran erneut
dreimal gewaschen (TBS-T, jeweils 10 min) und anschlieBend mit der Sekundarantikdrper-
Lésung (Horse anti mouse IgG-HRP polyclonal, 1:2000 in TBS-T Puffer) rotierend fur 1 h bei
RT inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen (TBS-T, jeweils 10 min) wird die
Membran mit 1 mL einer L6sung bedeckt, die zu gleichen Teilen aus einer
Luminol/Enhancer-Lésung und einem Peroxidasepuffer besteht. Die an den
Sekundarantikorper gekoppelte Meerrettichperoxidase katalysiert die Oxidation des Luminols
unter Bildung eines chemilumineszenten Produktes, welches an der

Geldokumentationsanlage detektiert werden kann.

5.3.5 Quantitativer Seneszenz-Assay

Zur Quantifizierung der zellularen Seneszenz wird ein bereits beschriebener [323],
fluoreszenzbasierter Assay durchgefuhrt. Die Zellen werden dazu in geringer Zelldichte
(50 Zellen/mm?) in einer 100 x 22 mm ausgesat und am nachsten Tag ein Serumentzug
durchgefiihrt. Nach weiteren 24 h werden die Zellen entweder mit TGF-B1 induziert oder
weiter in serum-reduziertem Medium kultiviert. Nach 72 h werden die Zellen viermal mit PBS
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gewaschen und mit 300 uL CHAPS-Lysepuffer Gberschichtet. Die Zellen werden mit einem
Zellschaber mechanisch vom Boden der Schale gel6st, in ein 1,5 mL Reaktionsgefaf3
uberfiihrt und fiir 5 min bei 12.000 x g zentrifugiert. 100 puL des Uberstandes werden mit
100 pL Reaktionspuffer vermengt. Der Ansatz wird fir 1 h bei 37 °C inkubiert und
anschlielend 1:4 mit einer 400 mM Natriumcarbonat-Losung verdinnt. Wahrend der
Reaktion wird das im Puffer enthaltene Fluorogen MUG durch das Seneszenz-assoziierte
(SA) Enzym [- Galaktosidase hydrolysiert, wobei es zur Bildung des photometrisch
nachweisbaren 7- Hydroxyl-4-Methylcoumarin kommt. 150 pL eines Reaktionsansatzes
werden in Doppelbestimmung in eine schwarze 96-Kavitaten Platte pipettiert und im Tecan
Reader Infinite 200 PRO vermessen (Anregung: 360 nm, Emission: 465 nm, Integration:
40 ps). Das gemessene Fluoreszenzsignal wird auf die im BCA-Test (5.3.1) gemessene

Proteinkonzentration im Zellkulturiiberstand normiert.

5.3.6 Qualitativer Seneszenz-Assay

Um qualitative Aussagen Uber die Expression der SA-B-Galaktosidase tatigen zu kbénnen,
wird ein ebenfalls bereits publizierter Test verwendet [324]. Dazu werden die Zellen in einer
Zelldichte von 50 Zellen/mm? in einer 6-Kavititen Platte ausgesat (Greiner Bio-One,
Kremsmiunster, AUT) und, wie zuvor beschrieben (siehe 5.1.1.5), kultiviert. 72 h nach der
TGF-B1 Induktion werden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und unter Verwendung
einer 3%igen Formaldehyd-Ldsung fixiert. Nach erneutem Waschen werden die Zellen mit
einer Farbelésung Uberschichtet und U.N. bei 37 °C und ohne CO; inkubiert. Bei pH 6,0 wir
die X-Gal Hydrolyse ausschlieBlich durch die SA B-Galaktosidase katalysiert und es kommt
zur Bildung blaulicher Prazipitate. Am ndchsten Tag werden die Zellen unter Verwendung
einer Farbkamera unter dem Lichtmikroskop analysiert (Nikon, Minato, Japan). Fur jede

primére Zelllinie und Bedingung werden drei biologische Replikate ausgesat.

5.3.7 Immunassay zur Quantifizierung von aktiviertem TGF-g1

Fur den quantitativen Nachweis von aktiviertem TGF-B1 im ZKU wird ein Enzyme linked
Immunosorbent Assay (ELISA) der Firma R&D Systems (Minnesota, USA) verwendet. Der
Test beruht auf der spezifischen Bindung von TGF-B1 an immobilisierte, primére Antikorper.
Der anschlieBend verwendete sekundéare Antikorper ist an eine Peroxidase gebunden, die
das hinzugegebene Farbstoffsubstrat (ein Chromogen) unter Bildung eines bei 450 nm
nachweisbaren Produktes umsetzt. Die gemessene Absorption bei 450 nm ist dabei

proportional zur TGF-B1 Konzentration in der jeweiligen Probe.

Fur die Generierung der verwendeten ZKU werden 50 Zellen/mm? auf einer 100 x 20 mm
Zellkulturschale ausgesat. Am nachsten Tag werden die Zellen entweder in Vollmedium oder
unter Serumentzug (0,1 % FCS) weiterkultiviert. Nach 72 h wird der ZKU gesichert und 2,5-
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fach mit dem im Kit enthaltenen calibrator diluent verdinnt. Fur die Aktivierung des latenten
TGF-B1 werden 100 yL ZKU mit 20 puL 1 N HCI versetzt und fiir 10 min bei RT inkubiert. Der
Ansatz wird durch die Zugabe von 20 pL einer 1,2 N NaOH/0,5 M Hepes-L6sung neutralisiert
und direkt fur den Assay eingesetzt. Neben dem ZKU (Doppelbestimmung) werden, zur
Bestimmung der basalen TGF-B1-Konzentrationen im Zellkulturmedium, serumreduziertes
(0,1 % FCS) und Vollmedium in Doppelbestimmung mitgefuhrt. Fir die spatere
Quantifizierung wird zusatzlich eine zuvor angesetzte TGF-B1-Standardreihe (2000, 1000,
500, 250, 125, 62,5, 31,3, 0 pg/mL) aufgetragen. In jede verwendete Kavitat, der den
primaren AntikOrper enthaltenen 96-Kavitatenplatte, werden 50 pL RD1-21 diluent und 50 pL
der zu analysierenden Probe pipettiert. Die Platte wird mit einer adhasiven Folie versiegelt
und fur 2 h bei RT inkubiert. AnschlieBend werden die Kavitdten insgesamt viermal mit
jeweils 400 uL Waschpuffer gewaschen und Uberschiissiger Puffer entfernt. Nach Zugabe
von jeweils 100 pL TGF-B1-Konjugat (enthalt den Enzym-gekoppelten, sekundaren
Antikérper) wird die Platte erneut fir 2h bei RT inkubiert und viermal gewaschen. Durch
Zugabe von 100 pL einer Substratlésung wird die durch die Peroxidase katalysierte Reaktion
gestartet. Nach erneuter Inkubation bei RT (30 min im Dunkeln) wird die Reaktion durch
Zugabe von 100 uL einer Stopp-LOosung abgestoppt und die Absorption bei 450 nm am
Tecan Reader infinite 200 Pro bestimmt. Die daraus berechneten TGF-1 Konzentrationen

[pg/mL] werden auf den DNA-Gehalt [ng/pL] der jeweiligen Probe normiert.

5.4 Massenspektrometrische Methoden

5.4.1 Nachweis von XT-I spezifisch xylosylierten Peptiden

Fir den sensitiven Nachweis von synthetischen Peptiden, die spezifisch von der XT-I
xylosyliert werden, wird in dieser Arbeit eine massenspektrometrische (MS) Methode
entwickelt. Nach einer Flussigphasenextraktion (solid phase extraction, SPE) werden die
Peptide mittels Flissigchromatographie (ultra performance liquid chromatography, UPLC)

aufgetrennt und anschlieRend massenspektrometrisch (MS/MS) analysiert.

5.4.1.1 Bestimmung der Produkt-lonen

Fir die Bestimmung der Produkt-lonen von Peptiden wird 1 pL einer Peptidldsung (Cpeptid =
1 mg/L) direkt in das Massenspektrometer (Xevo TQ-S, Waters) injiziert. Fur die
automatisierte ldentifizierung der Produkt-lonen wird das in der MassLynx-Software
integrierte IntelliStart-Programm verwendet. Als Ergebnis werden die fiir jeden Ubergang
(Vorlaufer-lon - Produkt-lon) optimalen Kollisionsenergien [eV] und Konus-Spannungen [V]
ausgegeben (s. Tab. 11.1).
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Methoden

5.4.1.2 Probenvorbereitung

Ein Reaktionsansatz flir den MS XT-I Test enthalt, neben den Puffern (vgl. radiochemischer
XT-Test, 5.3.2) nicht-radioaktive UDP-Xylose und das zu xylosylierende Peptid. Fir die
Identifizierung von Peptiden, die spezifisch von der XT-I xylosyliert werden, werden
vergleichend CHO-pgsA Zellkulturiiberstande (ZKU) verwendet, die jeweils nur eine XT-
Isoform beinhalten (Tab. 5.13).

Tabelle 5.13: Reaktionsansatz fir den massenspektrometrischen XT-Aktivitatstest.

Reagenz Volumen [uL]
MES-Puffer 5
Mg/Mn-L6sung 5
UDP-Xylose (80 pg/mL) 10
Synthetisches Peptid (60 pug/mL) 30
XT-Isoform spez. ZKU 50

S 100

Der Reaktionsansatz wird fir 24 h bei 37 C° inkubiert und die Proben anschlief3end
denaturiert (10 min, 99 °C) und zentrifugiert (10 min, 13,000 x g). Der Uberstand wird 1:4 mit

Wasser verdinnt und fur die Analyse eingesetzt.

5.4.1.3 Zweidimensionale online SPE-UPLC-MS/MS Methode

Das verwendete zweidimensionale (2D) UPLC-System (Acquity UPLC H-class, Waters) wird
Uber zwei Pumpen betrieben. Fir die Extraktion und Aufkonzentrierung der injizierten Probe
(10 pL) wird eine 2,1 x 30 mm Extraktionssaule (XBridge C8 DirectConnect HP 10 um,
Waters) verwendet, die mit einer aus 30 % Methanol (v/iv), 0,1 % Ameisensdure und
2 mmol/L Ammoniumacetat bestehenden Losung aquilibriert wird (Tab. 5.14).

Tab. 5.14: Flussrate und Zusammensetzung der mobilen Phase fiir die Extraktionssaule.

Schritt Zeit [min] Flussrate Lésung A[%] LosungB[%] Gradient
[mL min]
1 ) 0,1 70 30 Isokratisch

0,6 min nach der Injektion wird das Ventil auf Position 2 gestellt und die angereicherte Probe
auf eine 2,1 x 50 mm Chromatographiesaule (Acquity UPLC BEH C18 1,7 um, Waters)
eluiert (Tab. 5.15). Dazu wird sukzessive, in Form eines linearen Gradienten, die

Zusammensetzung der mobilen Phase geandert (Tab. 5.16).
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Tabelle 5.15: Automatisierte Ventil-Umschaltung.

Schritt Zeit [min]  Ventil-Position
1 Initial 1
2 0,6 2
3 2,95 1

Tabelle 5.16: Gradient fur die Elution der Probe auf die Analytenséaule.

Methoden

Schritt Zeit [min] Flussrate Lésung A [%] Losung B [%] Gradient
[mL min™]

1 Initial 0,35 1 99 Isokratisch
2 0,1 0,35 1 99 Isokratisch
3 0,6 0,35 70 30 Linear

4 1,2 0,35 1 99 Isokratisch
5 1,8 0,35 1 99 Isokratisch
6 3,0 0,35 1 99 Isokratisch

Nach der chromatographischen Auftrennung werden die Peptide

im gekoppelten

Massenspektrometer unter Anlegen einer Kapillarspannung von 1,5 kV ionisiert (ESI +) und

anschlieRend im Massenanalysator (MS/MS) fragmentiert. Die Analyse der Proben erfolgte

im MRM-Modus Uber die Integration der Peakflache. Nach der Detektion der Peptide erfolgte

die Analyse der Daten mit der in MassLynx integrierten QuanLynx Software.
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6. Material

6.1 Chemikalien und Reagenzien
2-(N-Morpholino)-ethansulfonsédure (MES)

(3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylammonio]-

propane-sulfonate) (CHAPS)

4-Methylumbelliferyl B-D-galactopyranoside

(MUG)

4-Chloro-3-Indolyl B-D-Galaktosid
Aceton

Agar

Agarose

Ampicillin

ATP

B-Mercaptoethanol
Benzamidin

Bicinchoninsdure

Borsaure

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Chondroitinsulfat B (Porcine Darmmukosa)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
DNA-Langenstandard pUC19/Mspl
dNTPs (100 mM)

Dithiothreitol (DTT)

Essigsaure

Ethanol (absolut)

Ethidiumbromid (EtBr 0,5 mg/mL)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Hefeextrakt

Heparin-Natriumsalz (180 USP Units/mg)
Kaliumferrocyanid
Kaliumferricyanid
Kupfersulfatlésung
Magnesiumdichlorid
Mangandichlorid

Methanol

Natriumchlorid

Natriumhydroxid

Natriumphosphat

Nonidet P-40
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Oligo (dT)12-1s Primer

Pepton aus Fleisch

Polysorbate 20 (Tween 20)

Roti Histofix 4 %

Saccharose

Salzséaure

Seide

Sodium dodecyl sulfate (SDS)

Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
MBBL, Bielefeld

Solis BioDyne, Tartu, EST

Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Sigma, Taufkirchen
Serva, Heidelberg
Serva, Heidelberg
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Sigma, Taufkirchen
Biomers, Ulm
Roth, Karlsruhe
Sigma, Taufkirchen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Idee, Bielefeld
Sigma, Taufkirchen

Synthetische Peptide KE-Biochem, Shanghai, CN
Szintillationsflissigkeit Ready Flow IlI Beckman Coulter, Krefeld
Trichloressigsaure Roth, Karlsruhe
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TRIS

Triton X-100

Trypanblau

Tween-20

UDP-Dinatriumsalz
UDP-[**C]-Xylose (7,14 GBg/mmol)
UDP-Xylose

Wasser (Ampuwa)

Wasser (Aqua B. Braun)

Wasser (UPLC-Gradient-Grade)

Water soluble tetrazolium salt (WST-I)

Xylenxyanol
Zitronensaure

6.2 Puffer und Losungen

Material

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Sigma, Taufkirchen

Perkin Elmer, Foster City, USA
CarboSource, Georgia, USA
Fresenius-Kabi, Bad Homburg
B. Braun, Melsungen

Thermo Scientific, USA
Sigma, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

6.2.1 Puffer und Lésungen fur molekularbiologische Methoden

10 x TBE-Puffer

10 x TE-Puffer

DNA-Ladepuffer

1000 mM TRIS-HCI
10 mM EDTA

900 mM Borsaure
pH 8,4

100 mM TRIS
10 mM EDTA
pH 7,5

0,05 % Xylenxyanol
0,05 % Bromphenolblau
60 % Saccharose

6.2.2 Puffer und Losungen fir zellbiologische Methoden

Ampicillin-Lésung

Kryomedium

50 mg/mL Ampicillin in
Wasser

20 % DMSO
80 % FCS

6.2.3 Puffer und Lésungen fur proteinbiochemische Methoden

MES-Puffer

Mg/Mn-L6sung

NP-40 Lysepuffer

500 mM MES
100 mM KF
pH 6,5

100 mM MgCl,
100 mM MnCl;
250 mM KClI

150 mM NacCl

50 mM TRIS-HCI
1 % (v/iv) NP-40
pH 7.8
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BCA-Arbeitslésung

Farbeldsung (qualitativer
B-Galaktosidase-Assay)

Reaktionspuffer (quantitativer
B-Galaktosidase Assay)

Lysepuffer fir Transmembranproteine

6.2.4 Kommerzielle Puffer und Lésungen

NuPAGE SDS Probenpuffer (4x)
NuPage Transferpuffer (20x)
Tris-Acetat SDS Laufpuffer (20x)
Tris-Glycine SDS Laufpuffer (10x)
Tris-Glycine SDS Probenpuffer (2x)
Tris-Glycine Transferpuffer (25x)
BigDye Puffer (5x)

6.3 Zelllinien

Tabelle 6.1: Verwendete Zelllinien.

Material

98 % Bikuninsaure
2 % Kupfersulfat

5 mM Ferrocyanid

5 mM Ferricyanid

150 mM NacCl

2 mM MgClz

40 mM Zitronenséure/
Natriumphosphat-Puffer
1 mg/mL X-Gal

40 mM Zitronenséaure

40 mM Natriumphosphat
300 mM NacCl

10 mM B-Mercaptoethanol
4 mM MgCl,

1,7 mM MUG

137,5 mM NacCl

50 mM Tris/HCI (pH 7,8)
8,7 % Glycerin

0,5 mM EDTA (pH 8)

5 % Protease Inhibitor

1 % NP-40

H>0 add. 50 mL

Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA

Zelllinie Zelltyp/ Entnahmeregion Bezugsquelle

M1FS Humane, dermale Fibroblasten (neonatal) Coriell, Camden, USA
Préaputium

F42A Humane, dermale Fibroblasten (adult) Cambrex Bio Science,
Abdominale Dermis (CC- 25U) Walkersville, USA

M45D Humane, dermale Fibroblasten (adult) Genlantis, San Diego, USA
Faziale Dermis (PH10605A)

M56D Humane, dermale Fibroblasten Genlantis, San Diego, USA
Faziale Dermis (PH10605A)

HEK293T Humane embryonale Nierenzellen DSMZ, Braunschweig

(immortalisiert)
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6.4 Zellkulturmedien und -zusatze

Antibiotikum/Antimykotikum (100 x)
DMEM (1 x, high glucose)

Fotales Kéalberserum (FCS)
L-Glutamin (200 mM)

Opti-MEM |

PBS (1 x)

Trypsin-EDTA-LOsung (10 x)

6.5 Bakterienstamme
E. coli Top 10

6.6 Nahrmedien fur E.coli
LB-Agar

LB- Medium

SOC-Medium

6.7 Rekombinante Proteine

Tabelle 6.2: Verwendete rekombinante Proteine.

Protein

Quelle

Material

PAN-Biotech, Aidenbach
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
PAN-Biotech, Aidenbach
PAN-Biotech, Aidenbach
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
PAN-Biotech, Aidenbach

Eigene Herstellung

10 g Pepton

10 g NaCl

5 g Hefeextrakt

20 g Agar

add. 1 L Aqua dest.

10 g Pepton

10 g NaCl

5 g Hefeextrakt
add. 1 L Aqua dest.

2 % Trypton

0,5 % Hefeextrakt
10 mM NacCl

2,5 mM KCI

20 mM Glukose
10 mM MgCl;

10 mM MgSO4
pH 7,0

Hersteller

Kollagen Typ | (5 mg/mL)

Rattenschwanz

Ibidi, Planegg

TGF-B1 (5 ug)

HEK293

Miltenyi, Bergisch Gladbach

6.8 Enzyme und Enzympuffer

Fast-Digest Puffer (10 x)

T4 DNA-Ligasepuffer (5 x)

HotStart Tag DNA- Polymerase (5 U/pL)
T7 Endonuklease | (10.000 U/ mL)
NEBuffer 2

PCR- Puffer (10 x)

Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Qiagen GmbH, Hilden

New England Biolabs, Frankfurt

New England Biolabs, Frankfurt

Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
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Q-Solution

T4 PNK (10 U/ pL)
Fast Digest Bbsl

T4 Ligase (400 U/uL)

6.9 Antikorper

Maus-anti-Human a-Glattmuskelaktin
Antikorper, monoklonal [1A4]

Maus-anti Human GAPDH
Antikérper, monoklonal [6C5]

Ziege-anti-Maus 1gG/ IgM,
FITC- Konjugat

6.10 Oligonukleotide

Material
Qiagen GmbH, Hilden
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
New England Biolabs, Frankfurt
Dako, Hamburg

Abcam, Cambridge, UK

Dianova, Hamburg

6.10.1 Oligonukleotide fur die quantitative real-time PCR

Tabelle 6.3: Oligonukleotide fiir die quantitative real-time PCR.

Gen/ Primer-Bezeichnung Sequenz (5> 3") Annealing-
AmplifikatgroRRe Temperatur
[bp] [°C]
ACAN ACAN/7212U18 CACCCCATGCAATTTGAG 63
158 ACAN/7352L18 GCCACTGTGCCCTTTTTA

ACTA2 ACTA/ES8/1412U18 GACCGAATGCAGAAGGAG 59
169 ACTA/E9/1580L17 CGGTGGACAATGGAAGG

B2Mm B2M/E1/84U22 TGTGCTCGCGCTACTCTCTCTT 63
137 B2M/E2/200L21 CGGATGGATGAAACCCAGACA

B3GALT6 B3GALT6_1981U20 CCCCGCTGTGGTCTTTGTTG 63
188 B3GALT6_2151L18 CGCCCCCGTTTCTTCCTC

BA4GALT7 B4AGALT7_30U18 CTCTCCGCACGATGTTCC 63
214 B4AGALT7_226L18 GTCTCCTGCCCTTGTCCC

CD73 NT5E_fwd CTCCTCTCAATCATGCCGCT 63
174 NT5E_rev TGGATTCCATTGTTGCGTTCA

COL1A1 Col1A1_3908U17E49 GATGTGCCACTCTGACT 63
151 Col1A1_4058L15E50 GGGTTCTTGCTGATG

DCN hDCN/E1/572U16 CCTTCCGCTGTCAATG 63
102 hDCN/E2/656L18 GCAGGTCTAGCAGAGTTG

ELN ELN/E17+18/929U23 CCGCTAAGCAGCCAAGTATGA 59
252 ELN/E20/1180L24 AGCTCCAACCCGTAAGTGGAAT

FN1 hFN/E37/6807U17 CCCAGGGAAGATGTAGA

291 hFN/E39/7080L18 CTCTTCCCGAACCTTATG 63
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Material

GAPDH hGAPDH/E2+3/116U18 AGGTCGGAGTCAACGGAT 63
223 hGAPDH/E4/338L18 TCCTGGAAGATGGTGATG

HPRT1 hHPRT1/E3/311U18 GCTGACCTGCTGGATTAC 63
258 hHPRT1/E6/568L18 TGCGACCTTGACCATCTT

TGF-B1 hTGFR1/E3/1404U17 GCGATACCTCAGCAACC 59
331 hTGFR1/E6/1734L18 ACGCAGCAGTTCTTCTCC

UXS1 UXS1_fwd CAACCGCAGGAGGATGAAGC 63
110 UXS1_rev CCTGGATAGACCTGTTGAGTAGAA
XYLT1 XYLT1_B_1886f GAAGCCGTGGTGAATCAG 63
281 XYLT1_B_2166_r CGGTCAGCAAGGAAGTAG

XYLT2 XYLT2_C_1350f ACACAGATGACCCGCTTGTGG 63
139 XYLT2_C_1488r TTGGTGACCCGCAGGTTGTTG

6.10.2 Oligonukleotide zur Amplifizierung CRISPR/Cas9 modifizierter Bereiche

im Genom

Tabelle 6.4: Oligonukleotide zur Amplifizierung des zur jeweiligen gRNA komplementéren Bereichs im Genom.

Rot markiert sind die fiir die Cas9-Bindung essenziellen PAM-Sequenzen.

Gen Exon gRNA (523" Primer (523") Amplifikat Ta
(bp] [°C]

XYLT1 9 CTGCAGGGTAGTTCCCGTAC CGGAGCTAATTCGGGTCCAG 558 59
AGG GAAATGCCACGCACGCTAGG

XYLT2 2 GGCTGGGAGCCTCATGCCCA ACCACACGGAGATACAGGGA 531 56
AGG CTCTCATCCCACTGGATGCC

XYLT2 9 GGCGCAGTGACCAGGCCAGC CGCTTGAGATGTGGCTGATG 159 58
CGG GGTGTCTGTCCCTCTCTTCC

6.11 siRNA-Sequenzen

Tabelle 6.5: In dieser Arbeit verwendete siRNAs (ambion®, Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA).

Bezeichnung

Sequenz (sense/ antisense)

Ziel-mRNA

Kontroll siRNA

Nicht bekannt

Keine humane mRNA

ID: #

UXS1-siRNA GCAAUUCACUACUUCCGUALtt  UXS1, Exon 15
ID: # s36964 UACGGAAGUAGUGAAUUGCIt

XYLT2-siRNA CCUGUAUUUCUAUGACGACLtt  XYLT2, Exon 9
ID: # 112168 GUCGUCAUAGAAUACAGGtg




6.12 Plasmide

pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)
pCR 2.1

Material

Addgene, Watertown, USA
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA

6.13 Chromatographie- und Extraktionssaulen

2,1 x 30 mm XBridge C8 DirectConnect
HP 10 um

2,1 x 50 mm Acquity UPLC BEH C18 1,7 um

6.14 Kommerzielle Reaktionssysteme

BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit
EndoFree Plasmid Maxi Kit

Human TGF-B1 Quantikine ELISA Kit
LightCycler 480 SYBR-Green | Master
Lipofectamine 2000

Lipofectamine LTX

MSB Spin PCRapace Kit

NucleoSpin Blood

NucleoSpin RNA |

Superscript Il Reverse Transcriptase Kit
TA Cloning™ Kit, with pCR™2.1 Vector

6.15 Verbrauchsmaterialien

Falcon-tube (15 mL, 50 mL)
Filterspitzen

Invitrolon PVDF Filterpapier-
Sandwich, 0,45 pm PorengréfRe
Kryoréhrchen
Neubauer-zZahlkammer
Nitrocelluloseplattchen

Novex WedgeWell 8- 16 % Tris-
Glycin Gel, 1,0 mm x 10 well
Parafilm

Pasteurpipetten
PCR-Reaktionsgefal3e 200 pL
Pipettenspitzen

Polystyrolplatte, schwarz
Reaktionsgefalie (1,5 und 2 mL)
Receiver coloumn
Sequenzierplatten

Spritzen (10 mL, 30 mL, 50 mL)
Sterile Einwegpipetten (5, 10, 205, 50 mL)
Sterilfilter
Szinitillations-Réhrchen
Zellkulturschalen

Zellkulturplatten (6, 12, 24, 48, 96 Kavitaten)

Zellschaber

Waters, Eschborn

Waters, Eschborn

ABI, Foster City, USA

Qiagen, Hilden

R&D Systems, Abingdon, UK

Roche, Mannheim

Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Stratec Biomedical AG, Birkenfeld
Macherey-Nagel, Diren

Macherey-Nagel, Diren

Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA

Greiner bio-one, Frickenhausen
Nerbe, Winsen
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA

Roth, Karlsruhe

Brand, Wertheim

Sartorius, Géttingen

Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA

Fleischhacker, Mannheim

Brand GmbH, Wertheim

Sarstedt, NiUrnbrecht

Sarstedt, Nirnbrecht

Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Sarstedt, Nirnbrecht

Macherey-Nagel, Diren

Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
B. Braun, Melsungen

Greiner bio-one, Frickenhausen

Sartorius, Géttingen

Zinsser Analytik, Frankfurt

Greiner bio-one, Frickenhausen

Greiner bio-one, Frickenhausen

Greiner bio-one, Frickenhausen
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6.16 Gerate

ABI Prism 3500 Genetic Analyzer
Agarose- Gelelektrophoresekammer
Analysenwaage LC 2000
Automatikpipette

Blot-System XCell Il Blot Module
COgz-Inkubator

Eismaschine

Fluoreszenzmikroskop TE2000-S
Gasbrenner fireboy eco
Geldokumentationsanlage Fusion SL
Gelelektrophorese-System

XCell SureLock Mini-Cell

Inkubator

JuLi Br Live Cell Analyzer
LightCycler 480 Il

Lichtmikroskop Labovert
Magnetruhrer RTCbasic

NanoDrop 2000
Neubauer-Zahlkammer improved
pH-Meter Five Easy Plus TM FEP20
Pipettier-Roboter

Plattformschuttler Unimax 1010

S3e Cell sorter
Sicherheitswerkbank Bioair Safeflow 1.2
Sicherheitswerkbank

Thermo Scientific Safe 2020
Spannungsgerat PS3002
Stickstofftank 500series chart
Schuttler

Szintillationszéhler Tri-Carb 2800 TR
Tecan Reader Infinite 200 PRO
Thermocycler Landgraf
Thermocycler

Vortex-Genie 2

Waage

Wasserbad

Xevo TQ S Tandem

Quadrupol Massenspektrometer
Zentrifuge ROTIXA/ RP

Zentrifuge Rotanta 460R

Zentrifuge Eppendorf 5417

6.17 Software und Datenbanken

Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST)

Clone Manager Suite 9

Citavi

E-CRISPR

Graphpad Prism 5.0

Imaged
LightCycler 480 SQ 1.5.1

Material

Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Sartorius, Géttingen

Eppendorf AG, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Binder GmbH, Tuttlingen

Ziegra Eismaschinen, Isernhagen

Nikon GmbH, Dusseldorf

Integra, Biosciences, Fernwald

Peglab, Erlangen

Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA

Biometra ADT Line, Géttingen
NanoEnTek Inc., Waltham, USA

Roche, Mannheim

Leitz, Wetzlar

IKA Werke GmbH, Staufen

Thermo Scientific Scientific, San Diego, USA
Brand, Wertheim

Mettler Toledo, Columbus, USA

LTF Labortechnik, Wasserburg

Heidolph, Schwabach

Biorad, Hercules, USA

EuroClone S.p.A., Siziano, ITA

Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA

Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
German Cryo, Jichen

Heidolph Instruments, Schwabach

Perkin Elmer, Foster City, USA

Tecan, Mannedorf, Schweiz

Landgraf Laborsysteme, Langenhagen
Biometra, Gottingen

Scientific Industries, Bohemia, USA
Santorius, Goéttingen

Thermo Fisher Scientific, San Diego, USA
Waters, Eschborn

Hettich Ag, Bach
Hettich Ag, Bach
Eppendorf, Hamburg

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Scientific & Educat. Software, USA

Swiss Academic Software, Wadenswil, CH
http://www.e-crisp.org/E-CRISP/
GraphPad Software, San Diego, USA

https://imagej.nih.gov/ij/
Roche, Mannheim
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Magellan v7.1 Tecan, Mannedorf, CH
NIS-Element AR 4.20.00 Nikon GmbH, Dusseldorf
Pubmed https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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7. Abktrzungen

°C

A

Abb.
ACTA2
ACTA2
AK
Amp
Bp
B2M
B-ME
BSA
bzw.

C

c
cDNA
CRISPR

CS
CT
Da
DBSD
DCN
DCN
Dest.
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
dpm
DS
DTT
E. coli
EC
ECM
EDTA
ER
et al.
FCS

g

g
GAG

Gal
GalNAc
GalT
GAPDH
GAPDH
GIcA
GIcAT-I
GIcNAc
gRNA
h

HA
HPRT

Abklirzungen

Temperatur in Grad Celsius

Adenin

Abbildung

a-Glattmuskelaktin-Gen
a-Glattmuskelaktin

Antikorper

Ampicillin

Basenpaar

B2-Mikroglobulin-Gen
B-Mercaptoethanol

bovine serum albumine
Beziehungsweise

Cytosin

centi

complementary DNA

Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeats
Chondroitinsulfat

cycle threshold

Dalton

Desbuquois skeletale Dysplasie
Decorin-Gen

Decorin

destilliert

Dulbbecco’s modified eagle medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure

2" -Desoxyribonukleosid-5"-Phosphat
Zerfélle pro Minute

Dermatansulfat

Dithiotriol

Escherichia coli

Enzymklasse

extrazellulare Matrix
Ethylendiamintetraacetat
endoplasmatisches Retikulum

et alteri (und andere)

fotales Kélberserum

Gramm

Erdbeschleunigung
Glykosaminoglykan

Galaktose

N-Acetylgalaktosamin
Galaktosyltransferase
Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase-Gen
Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase
Glukuronsaure
Glukuronyltransferase-I
N-Acetylglukosamin

guide RNA

Stunde

Hyaluronsaure
Hypoxanthin-Phosphoribosyltransferase 1-Gen
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HS
HSPG
IdoA

TCA
TGF-B1
TGF-B1

UDP
UPLC
. N.
WST
XT
Xyl
XYLT
ZKU

Abklirzungen

Heparansulfat
Heparansulfatproteoglykan
Iduronsaure

kilo

Kilobasen

Keratansulfat

Liter

Luria Bertani Medium

mikro

Meter

milli

molar
4-Morpholinoethansulfonsaure-HCI
Minute

microRNA
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11. Anhang
11.1 Plasmidkarte pSpCas9(BB)-2A-GFP (PX458)
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Anhang

11.2 Synthetische Akzeptorpeptide
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