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Samenvatting 

Laminopathieën zijn ziekten waarbij problemen met de nucleaire lamina leiden tot uiteenlopende 

ziektefenomenen. De nucleaire lamina bevindt zich aan de binnenkant van de kernmembraan en 

bestaat uit een netwerk van intermediaire filamenten, de lamines. Het uitgebreid arsenaal aan functies 

van deze lamines, gaande van het ondersteunen van de celkern tot het beïnvloeden van genexpressie, 

ligt aan de basis van de brede waaier aan fenotypische kenmerken die voorkomen bij deze ziekten. 

Er zijn nog veel fundamentele principes van deze ziekten onbekend en aangezien patiëntenmateriaal 

schaars is, zijn goede modelsystemen nodig om studies te kunnen uitvoeren. Een stabiel celmodel met 

de exacte genetische afwijkingen van een bepaalde laminopathie is ideaal voor de studie van deze 

ziekte. Zo een model kan bekomen worden door gerichte genetische veranderingen aan te brengen in 

normale cellen met behulp van genome editing. Het doel van deze masterproef is het ontwikkelen van 

genome editing constructen voor de knock-out van LMNA en ZMPSTE24, twee genen die essentieel 

zijn voor het normale functioneren van de nucleaire lamina. Hiervoor wordt zowel het TALEN als het 

CRISPR/Cas9 systeem gebruikt. Beide systemen induceren op een specifieke plaats in het genoom een 

dubbelstrengige breuk die wordt gecorrigeerd door de herstelenzymen van de cel. Omdat het cellulair 

herstelmechanisme niet foutloos werkt kan dit resulteren in het uitschakelen van het gen.  

In totaal werden drie TALEN paren en vier CRISPR/Cas9 constructen aangemaakt. Om deze 

constructen te testen, werden verschillende technieken gebruikt en geoptimaliseerd. De drie TALEN 

paren blijken in staat om beoogde mutaties te genereren in plasmide DNA, aanwezig in humane cellen. 

Voor de CRISPR/Cas9 systemen werd aangetoond dat drie ervan in staat zijn om de beoogde mutaties 

te genereren in het genomisch DNA van humane cellen. Deze veelbelovende resultaten zijn een 

belangrijke stap richting het creëren van stabiele modelcellijnen, met een LMNA of ZMPSTE24 

knock-out, voor de studie van laminopathieën.  
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1 Inleiding 

De meeste mensen kennen het Hutchinson-Gilford Progeria Syndroom (HGPS) waarbij jonge 

kinderen versneld verouderingssymptomen vertonen. HGPS is echter slechts één van de bekendere 

ziekten in een breed spectrum van verwante aandoeningen die laminopathieën worden genoemd. Deze 

laminopathieën vormen de basis voor het onderzoek in deze masterproef. Het zijn zeldzame ziekten 

waarbij er, zoals de naam doet vermoeden, problemen zijn met de nucleaire lamina. De bouwstenen 

van deze structuur zijn de lamines die zich vernetten tot een dens netwerk aan de binnenzijde van de 

kernmembraan en zo de nucleaire lamina vormen. De nucleaire lamina speelt een rol in verscheidene 

cellulaire processen zoals ondersteuning van de kern en stabilisatie van DNA (1.1.1.4). Een 

belangrijke groep lamines (de A-type lamines) wordt gecodeerd door het LMNA gen. Mutaties in dit 

gen resulteren in uiteenlopende ziektefenomenen gaande van problemen met het vetmetabolisme tot 

spierverzwakking en systemische verouderingsziekten. Hiernaast bestaat er ook een link tussen de 

nucleaire lamina en normale veroudering.  

Daar de ziekten zeer zeldzaam zijn, is het verwerven van voldoende representatief patiëntenmateriaal 

een hele opgave. Daarom is er, voor het ontcijferen van de mechanismen achter deze ziekten, een grote 

nood aan een goed modelsysteem waarin bepaalde laminopathieën worden nagebootst op celniveau. 

Zulke modelcellen kunnen gecreëerd worden door gezonde cellen te behandelen met chemische 

producten of door transiënte knock-down of overexpressie van betrokken genen. Het ideale cellulaire 

model beschikt echter stabiel over de exacte ziekteveroorzakende mutatie. De aanzet voor het 

ontwikkelen van deze modelcellen wordt gegeven in deze masterproef. 

In het literatuuroverzicht dat nu volgt, wordt dieper ingegaan op de lamines (1.1.1) om vervolgens 

over te gaan naar de laminopathieën (1.1.2). Verschillende wetenschappelijke modellen worden verder 

kort uiteengezet met hun voor- en nadelen (1.2) om daarna over te gaan op de technieken die kunnen 

worden gebruikt voor het maken van een modelcellijn (1.3).  

1.1 Lamines en laminopathieën 

1.1.1 Lamines 

1.1.1.1 Locatie en structuur 

De kern van de cel wordt omgeven door een dubbele kernmembraan (nucleaire envelop = NE) die 

zorgt voor de afscheiding van de kern ten opzichte van het cytoplasma. Enkel de nucleaire poriën 

(nuclear pore complex = NPC) laten bidirectioneel transport toe
1
. Aan de binnenkant van de binnenste 

kernmembraan (inner nuclear membrane = INM) ligt de nucleaire lamina (Figuur 1), een netwerk dat 

bestaat uit een aaneenschakeling van verschillende lamines die sterk verbonden zijn met een aantal 

eiwitten in de INM [1] en een dikte heeft van 30 tot 100 nm [2]. De nucleaire lamina zorgt hier voor 

ondersteuning van de kernmembraan, maar speelt ook een rol in onder meer DNA replicatie en 

transcriptie [3]. In kleinere hoeveelheden kunnen de lamines ook voorkomen als foci tijdens de G1-

fase in de celkern [4] en als intranucleaire kanalen [5]. 

  

                                                           
1
 Uitgezonderd enkele kleine moleculen die vrij door de kernmembraan kunnen diffunderen. 
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Figuur 1: De lokalisatie van de nucleaire lamina in de cel. (A) Een globaal overzicht van een dierlijke cel. (B) Een 

detailweergave van de nucleaire envelop [6]. (C) Een scanning elektronen microscopisch beeld van de nucleaire 

lamina met daartussen de nuclear pore complexes (NPC) [7]. 

Lamines zijn type V intermediaire filamenten
2
 (IF) en zijn de enige IF die gelokaliseerd zijn in de 

celkern. Algemeen bestaan IF uit drie verschillende domeinen (Figuur 2): een hoofddomein (head), 

een staafdomein en een staartdomein (tail) [8]. Het staafdomain maakt eiwit-eiwit interacties mogelijk 

zodat een netwerk gevormd kan worden [9] en bestaat uit vier delen opgebouwd uit α-helices coiled-

coils
3
, 1A, 1B, 2A en 2B. Deze vier delen worden gescheiden door drie sterk geconserveerde linker 

domeinen, L1, L12 en L2 [7]. Het staartdomein bevat een structuur die lijkt op de structuur van een 

immunoglobuline (Ig), wat een typische structuur is voor eiwitten die veel met andere stoffen 

interageren [10]. Tussen het staafdomein en het staartdomein zit bij lamines een nucleair lokalisatie 

signaal (NLS) dat niet aanwezig is bij andere soorten IF [11]. De lamines zijn mogelijk de voorlopers 

van alle IF daar alle cellen die andere types IF hebben ook lamines bezitten, maar andersom is dit niet 

het geval [12].  

 

Figuur 2: Algemene structuur van lamines. Een N-terminaal hoofddomein gevolgd door het staafvormig domein dat 

vier α-helix segmenten (1A, 1B, 2A en 2B) bevat die met elkaar verbonden zijn via linkers (L1, L12 en L2) en als 

laatste het staartdomein met Ig structuur en CaaX-motief (1.1.1.3). Tussen het staaf- en staartdomein zit een nucleair 

lokalisatie signaal (NLS) [7]. 

1.1.1.2 Soorten lamines 

Er worden twee soorten lamines onderscheiden, de B-type lamines blijven geassocieerd met delen van 

de kernmembraan tijdens mitose, dit in tegenstelling tot de A-type lamines welke loskomen van de 

kernmembraan [13]. Daarnaast vertonen beide types ook een ander expressieprofiel [14]. B-type 

lamines komen constitutief tot expressie en zijn noodzakelijk voor celoverleving en -ontwikkeling.  

A-type lamines komen differentieel tot expressie [15] en spelen een rol bij de differentiatie van cellen 

                                                           
2
 Intermediaire filamenten zijn componenten van het cytoskelet naast actine filamenten en microtubuli.  

3
 Twee α-helices die rond elkaar gedraaid zijn.  
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[16]. Uit het verschillende expressiepatroon van lamine B en A kan men besluiten dat B-type lamines 

de basisbouwstenen zijn van de nucleaire lamina en de A-type lamines een meer gespecialiseerde 

functie uitoefenen [7].  

In totaal zijn er drie lamine genen aanwezig in het humane genoom die aanleiding geven tot zeven 

verschillende eiwitten. Het LMNA gen is gelegen op chromosoom één en codeert voor de A-type 

lamines. Door alternatieve splicing kunnen hieruit vier verschillende eiwitten worden gevormd. 

Lamine A en C komen algemeen voor in normale cellen waarbij lamine C 98 aminozuren (AZ) minder 

heeft dan prelamine A
4
 aan de C-terminus [17]. Twee minder voorkomende A-type lamines zijn 

lamine AΔ10 en lamine C2. De groep van de B-type lamines bevat drie verschillende eiwitten, 

komende van twee verschillende genen. Lamine B1 is het enige genproduct van het LMNB1 gen op 

chromosoom vijf [18]. Het LMNB2 gen op chromosoom 19 geeft aanleiding tot twee eiwitten, lamine 

B2 en B3, ook via alternatieve splicing. Lamine B2 komt in de meeste cellen tot expressie in 

tegenstelling tot lamine B3, dat enkel in spermatocyten voorkomt [7].  

1.1.1.3 Maturatie en polymerisatie 

Maturatie van lamines gebeurt door middel van posttranslationele modificaties (Figuur 3), welke 

afhankelijk zijn van het soort lamine. Voor lamine A en B zijn deze modificaties gebaseerd op de 

aanwezigheid van een CaaX-motief
5
 aan de C-terminus van het eiwit. Dit motief is afwezig in 

lamine C dat door alternatieve splicing een andere C-terminus heeft [19]. De posttranslationele 

modificaties van lamine A worden weergegeven in Figuur 3, deze van lamine B gebeurt op 

gelijkaardige wijze. In een eerste stap vindt een isoprenylatie plaats, van het cysteïne in het 

eindstandig CaaX-motief, door de toevoeging van een farnesyl isoprenoïd. De isoprenylatie is 

waarschijnlijk belangrijk voor de translocatie van de lamines naar de binnenste kernmembraan [20]. 

Na de isoprenylatie wordt het aaX deel van het motief proteolytisch verwijderd met behulp van het 

zinkmetalloproteinase ZMPSTE24 of RCE1 (Ras converting enzyme-1) [21]. Na een 

carboxymethylatie van het gefarnesyleerde cysteïne is de maturatie van de B-type lamines afgerond. 

De maturatie van lamine A gaat echter nog verder en wordt gevolgd door het verwijderen van de 18 

terminale aminozuren door ZMPSTE24. Hierbij wordt dus ook de isoprenylgroep op het cysteïne mee 

verwijderd en zo wordt het prelamine A omgezet in het eigenlijke, mature lamine A [7]. Naast deze 

maturatie zijn er ook nog fosforylaties mogelijk op de lamines. In lamine A zijn een dertigtal 

fosforylatieposities gekend [12]. Deze fosforylaties spelen onder meer een rol bij het loskoppelen van 

de lamines ten opzichte van elkaar tijdens de mitose [22]. 

                                                           
4
 Prelamine A is een vorm van lamine A voor de posttranslationele modificaties (zie 1.1.1.3). 

5
 Een aminozuur sequentie: een cysteïne gevolgd door twee alifatische aminozuren en afgesloten met een 

willekeurig aminozuur. 
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De assemblage van lamines tot een dens netwerk begint met het vormen van dimeren (Figuur 4) 

waarbij twee lamines zich met hun staafdomein rond elkaar wikkelen. Er ontstaan vooral dimeren van 

hetzelfde type lamine (homodimeren). Deze dimeren kunnen vervolgens in een hoofd aan staart 

structuur samenklitten tot een polymeer. Wanneer verschillende van deze polymeren associëren in een 

antiparallelle oriëntatie ontstaat een protofilament. Drie tot vier van deze protofilamenten samen 

resulteren in een IF met een diameter van ongeveer 10 nm [12]. Het aanmaken van IF van 10 nm is in 

vitro enkel gelukt in Caenorhabditis elegans [23]. De structuur die gevormd wordt door de lamines 

kan verschillen tussen celtypen en per type lamine [24]. Bij humane cellen worden vooral 

onregelmatige filamenteuze netwerken aangetroffen. Lamine A en lamine B blijken sterk verankerd te 

zijn in de kernmembraan in tegenstelling tot lamine C dat mobieler is [7].  

Figuur 3: Posttranslationele modificatie van lamine A. Farnesylatie van het cysteïne uit het CaaX-motief 

wordt gevolgd door methylatie van dit cysteïne. Vervolgens wordt het aaX-motief proteolytisch verwijderd 

door ZMPSTE24. Lamine A ondergaat nog een verdere verkorting door het weghalen van 18 terminale AZ 

door ZMPSTE24. De weergegeven letters staan voor de overeenkomstige AZ [7]. 
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1.1.1.4 Functies 

De meest voor de hand liggende functie van de lamines is het zorgen voor stevigheid van de celkern. 

Door de aanwezigheid van de nucleaire lamina wordt de vorm van de celkern behouden [7]. Mutaties 

in het LMNA gen kunnen dan ook resulteren in misvormde kernen [25]. Naast versteviging hebben de 

lamines ook een invloed op de lokalisatie en verankering van de NPC (Figuur 1c) [26]. 

De positie en migratie van de celkern wordt bewerkstelligd met behulp van lamines. Via interacties 

met linkereiwitten staan de lamines, en zo ook de celkern, in contact met het cytoskelet in het 

cytoplasma. De connectie wordt gemaakt met behulp van het LINC eiwitcomplex (linker of 

nucleoskeleton and cytoskelton, Figuur 5c). Twee eiwitten, SUN1 en SUN2 binden aan lamines en 

overspannen de binnenste kernmembraan. In het lumen van de kernmebraan maken ze contact met 

nesprines, eiwitten die de buitenste kernmembraan overspannen en in het cytoplasma met actine 

microfilamenten, microtubuli en vimentine IF binden. Deze verschillende eiwitten samen vormen het 

LINC complex [27] [7].  

Behalve met de eiwitten van het LINC complex, gaan lamines interacties aan met verschillende andere 

eiwitten. Zoals de lamina-associated polypeptides (LAP), emerine en de lamine B receptor [7]. Voor 

lamine A zijn er tot 30 directe en 100 indirecte interactiepartners geïdentificeerd [12]. Dit toont de 

centrale rol aan van lamines in veel verschillende processen in de cel [7]. 

Ook met DNA kunnen lamines interageren (Figuur 5a). Delen van het genoom die niet tot expressie 

komen (heterochromatine) zijn typisch gelokaliseerd ter hoogte van de nucleaire lamina. Bij 

afwezigheid van A-type lamines is er een reorganisatie en condensatie van chromatine [28]. Lamines 

hebben één chromatine bindend domein in hun staartdomein [29] en een tweede in het staafvormig 

domein [12]. Bepaalde sequenties in het genoom zijn gekend voor hun binding aan delen van de NE. 

Deze matrix attachment regions (MARs) blijken ook te binden aan lamines [30]. MARs zijn 

betrokken bij transcriptie regulatie, DNA replicatie, chromosoomcondensatie en de organisatie van 

chromatine [12].  

Figuur 4: Lamine polymerisatie. Twee monomeren wikkelen rond elkaar om een dimeer te vormen. 

Een polymeer komt tot stand door hoofd aan staart polymerisatie van dimeren. Protofilamenten 

bestaan uit antiparallel geassocieerde polymeren. Verschillende protofilamenten samen kunnen een 

IF vormen [12].  
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Figuur 5: Functies van lamines. (A) Interacties met chromatine. (B) Binding met transcriptiefactoren.  

(C) Verankering met cytoskelet in cytoplasma via LINC complex. (D) Signaaltransductie [12]. 

B-type lamines zijn vermoedelijk belangrijk bij DNA replicatie, vermits het ontbreken van B-type 

lamines replicatie blokkeert. Wanneer de lamines pas verwijderd worden nadat replicatie reeds is 

gestart, gaat deze wel door. Hetgeen aangeeft dat B-type lamines nodig zijn voor de initiatie van DNA 

replicatie [31]. Een andere studie toont daarnaast aan dat de B-type lamines mogelijk belangrijk zijn 

bij DNA elongatie [32].  

Naast verankering van DNA en invloeden op replicatie hebben beide laminetypes een functie in 

transcriptie. B-type lamines zijn in het transcriptieproces zelf betrokken aangezien ze kunnen binden 

aan RNA polymerase II dat bij afwezigheid van lamines geïnhibeerd wordt [7] [33]. De invloed van 

A-type lamines op transcriptie komt door binding aan transcriptie regulatoren (Figuur 5b). Een 

voorbeeld hiervan is het retinoblastoma (Rb) eiwit. Om een goede werking te hebben, moet Rb 

bevestigd zijn aan nucleaire filament structuren die A-type lamines bevatten [34] [7]. Afwezigheid van 

lamine A leidt tot de afbraak van Rb in het proteasoom [35]. Er zijn nog verschillende 

signaaltransductiewegen (Figuur 5d) gekend waarin lamines een rol spelen onder meer de productie 

van tumor growth factor β en de mitogen activating protein kinase signaaltransductie [12].  

Tijdens mitose verdwijnt tijdelijk de kernmembraan en dus ook de lamina om achteraf terug 

samengesteld te worden [36]. Tijdens de celdeling worden de lamines gefosforyleerd door kinasen, 

waardoor ze depolymeriseren. Als eerste komen de A-type lamines vrij in het nucleoplasma, gevolgd 

door de B-type lamines [37]. Initieel blijven de B-type lamines geassocieerd met nucleaire membraan 

fragmenten om daarna in het endoplasmatisch reticulum terecht te komen [13]. Na het herverdelen van 

het genetisch materiaal worden de kinasen geïnactiveerd en treden fosfatasen in actie. Deze 

defosforyleren de lamines waardoor sommige reeds gaan binden met chromatine. Het grootste deel 

van de lamines zal echter pas assembleren tot de nucleaire lamina nadat de NE terug transport toelaat 

[3].  

In contrast met celdeling staat gecontroleerde celdood (apoptose) waarbij de lamines eveneens een rol 

spelen. Bij aanzet van apoptose worden lamines afgebroken door caspasen [38] [39]. Nog voor 
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chromatine condensatie en DNA afbraak worden lamines geknipt op geconserveerde plaatsen. Geknipt 

lamine A komt terecht in het cytoplasma en nucleoplasma. De B-type lamines blijven vooral 

gelokaliseerd aan de nucleaire periferie [40]. Dit verschil is te verklaren door de afwezigheid van de 

isoprenylstaart in lamine A in tegenstelling tot lamine B. Beide lamines interageren met andere 

eiwitten in de nucleaire enveloppe waardoor hun verschillende reactie bij apoptose ook verklaard kan 

worden [7]. Indien de caspase knipplaatsen niet aanwezig zijn in de lamines, wordt de nucleaire 

degradatie tijdens apoptose sterk vertraagd [41].  

1.1.2 Laminopathieën 

1.1.2.1 Oorzaak 

Vermits lamines een verscheidenheid aan functies vervullen, kunnen problemen met lamines leiden tot 

sterke verstoringen in de cel en ziekteontwikkeling (1.1.1.4). Er zijn tussen de vijftien en zeventien 

ziekten beschreven die verband houden met mutaties in het LMNA gen [12]. Dit aantal is variabel 

omdat het soms moeilijk te bepalen valt of een bepaalde ziekte nieuw is of een variant van een ander 

syndroom [19]. Mutaties in andere genen dan LMNA kunnen ook aanleiding geven tot zeer 

gelijkaardige symptomen omdat de genproducten interageren met de lamines. Hier spreekt men van 

secundaire laminopathieën omdat het probleem niet rechtstreeks door lamines wordt veroorzaakt [2].  

Laminopathieën zijn ziekten met sterk uiteenlopende symptomen zoals spierverzwakking, verstoring 

van het vetmetabolisme en vroegtijdige veroudering. Mutaties kunnen enerzijds zorgen voor een 

verlies van de normale functie van de lamines (loss of function) anderzijds kunnen gemuteerde lamines 

nieuwe functies krijgen die kunnen bijdragen aan de ziektefenomenen (gain of function) [42]. 

Verschillende theorieën kunnen een deel van de ziektefenomenen verklaren hoewel ze waarschijnlijk 

worden veroorzaakt door een combinatie ervan. 

Door functieverlies van de A-type lamines wordt de structuur en stevigheid van de celkern beïnvloed. 

De structurele hypothese gaat ervan uit dat verzwakkingen en vervormingen van de kernmembraan, 

de cellen minder resistent maken tegen mechanische stress [43] [44] [45]. Hiermee kunnen vooral de 

symptomen van spierverzwakking verklaard worden aangezien de spiercellen aan veel krachten 

worden blootgesteld. De meeste spiercellen hebben echter meerdere celkernen waardoor de 

symptomen traag vorderen. De hartspiercellen hebben slechts één celkern wat kan verklaren waarom 

veel laminopathiepatiënten sterven aan hartfalen [7]. Aangezien in spiercellen lamine B1 niet tot 

expressie komt, zijn de cellen gevoeliger aan mutaties in LMNA dan andere cellen in het lichaam. In 

spiercellen kan enkel nog lamine B2 het functieverlies van de A-type lamines opvangen [2].  

Celdifferentiatie van skeletspiercellen is afhankelijk van herstructureringen van nucleoplasmatische 

lamine spikkels. Tijdens de celprofileratie worden de lamine A epitopen gemaskeerd door binding met 

Rb en zullen de spikkels zich hervormen tot een diffuus netwerk [46]. De celproliferatie hypothese 

gaat ervan uit dat binding van Rb aan de lamine spikkels noodzakelijk is voor differentiatie. Bij 

mutaties kan deze binding en reorganisatie geïnhibeerd worden. Spierproblemen kunnen dus door de 

twee eerste hypothesen verklaard worden. Enerzijds ontstaat celdood door de zwakkere kernen 

(structurele hypothese) en anderzijds kunnen deze cellen niet goed worden vervangen door problemen 

met de celproliferatie [7].  

Volgens de genexpressie hypothese wordt de pathologie bepaald door de (in)directe interacties tussen 

lamines en transcriptiefactoren. Zo kunnen gemuteerde lamines interageren met transcriptiefactoren 

waarmee voorheen geen interacties plaatsvonden of net omgekeerd. Deze nieuwe functies kunnen 

leiden tot het verstoren van allerhande processen in de cel zoals het vetmetabolisme. 

Transcriptiefactoren, die genen van het vetmetabolisme beïnvloeden, kunnen namelijk binden met 
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prelamine A. In laminopathieën kan prelamine A accumuleren ter hoogte van de kernmembraan. De 

transcriptiefactoren worden zo vastgelegd aan de NE waardoor hun aanwezigheid in de celkern daalt 

en ze geen genen meer kunnen reguleren [16]. Naast transcriptiefactoren hebben de lamines ook 

invloed op de vorming van heterochromatine met behulp van eiwitinteracties. Verstoring van de 

lamines kan ook op deze manier leiden tot veranderde genexpressie [2]. Een combinatie van de 

structurele hypothese en deze genexpressie hypothese wordt gezien bij openbarstingen in de 

kernmembraan ten gevolge van een zwakker nucleaire lamina. Deze openbarstingen leiden tot het 

tijdelijk verlies van cellulaire compartimentalisatie waardoor er een uitwisseling bestaat van 

cytosolische en nucleaire regulatorische factoren en de genexpressie beïnvloed kan worden [44].  

Eén van de grootste problemen bij veel laminopahtieën is de opstapeling van onafgewerkte vormen 

van lamine A. Deze kunnen ontstaan door problemen in het LMNA gen zelf of door mutaties in het 

gen van ZMPSTE24 dat verantwoordelijk is voor de maturatie van de lamines. Accumulatie van deze 

onafgewerkte lamines is toxisch voor veel cellen. Men spreekt dan ook van de toxiciteit hypothese. 

Prelamine A dat een farnesylstaart bevat accumuleert in de nucleaire lamina waar het interfereert met 

de normale polymeervorming [40]. Dit kan leiden tot misvormingen van de celkern [47]. Toevoeging 

van farnesyltransferase inhibitoren kan de vervormde kernen deels tegengaan. Hierbij vindt niet langer 

accumulatie van de toxische vormen aan de kernmembraan plaats [48].  

Ondanks het vele onderzoek naar laminopathieën, blijft er nog onduidelijkheid bestaan over de 

correlatie tussen de lamines en de verschillende ziektebeelden. De laminopathieën kunnen worden 

verdeeld in vier grote groepen. Enkele voorbeelden worden hieronder verder uitgewerkt.  

1.1.2.2 Laminopathieën van de dwarsgestreepte spieren 

Een laminopathie van de dwarsgestreepte spieren
6
 is Emery-Dreifuss muscular dystrophy. Bij deze 

ziekte verkorten verschillende spieren zoals deze van de nek en deze verbonden met de ellebogen en 

de achillespees. Eerst ontwikkelt zich een spierverzwakking die na een aantal jaren gevolgd wordt 

door levensbedreigende hartproblemen. Er zijn twee genen die een rol spelen in het manifesteren van 

de ziekte. Mutaties in LMNA zorgen voor de autosomale vorm van de ziekte [49] waarvan zowel een 

dominante als een minder voorkomende recessieve vorm bestaan [7]. De X-chromosoom gekoppelde 

variant wordt veroorzaakt door mutaties in het EMD gen dat codeert voor emerine, een INM eiwit dat 

interacties aangaat met lamines [50]. Deze interactie verklaart waarom beide mutaties tot hetzelfde 

ziektebeeld kunnen leiden [51].  

1.1.2.3 Perifere neuropathieën 

Charcot-Marie-Tooth type 2 is een laminopathie waarbij er problemen zijn met het perifere 

zenuwstelsel. Er vindt een degeneratie van de zenuwcellen plaats, wat leidt tot verslapping en 

vermindering van de spieren in de onderste ledenmaten, voeten en handen [52]. De mutatie die 

verantwoordelijk is voor de autosomaal recessieve variant, ligt in het LMNA gen c.829C>T [53]. Er is 

grote variabiliteit in de leeftijd waarop de ziekte tot uiting komt en ook hoe ernstig de ziekte zich 

manifesteert [7]. Naast de eerder vermelde recessieve vorm is er ook een dominant genotype gekend 

[54].  

                                                           
6 De dwarsgestreepte spieren zijn spieren die verbonden zijn met het skelet en die bewuste beweging mogelijk maken. Ook 

de hartspier wordt hier soms bij ingedeeld.  
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1.1.2.4 Lipodystrofieën 

Bij een lipodystrofie is er een probleem met de verdeling van het onderhuids vetweefsel. Familial 

partial lipodystrophy Dunningan type 2 patiënten ontwikkelen rond de puberteit een vermindering van 

vet in de regio van de romp en de ledematen. Anderzijds wordt een opstapeling van vet geobserveerd 

ter hoogte van het gezicht, de kin, de nek en in de onderbuik [55]. Hiernaast zijn er ook nog 

metabolische problemen zoals diabetes die bij vrouwelijke patiënten meer tot uiting komen [56]. De 

verantwoordelijke mutaties liggen geclusterd in exon 8 en 11 van LMNA die coderen voor het 

globulaire staartdomein van de A-type lamines [2].  

1.1.2.5 Verouderingslaminopathieën 

Eén van de meest gekende en aangrijpende laminopathieën is het Hutchinson-Gilford progeria 

syndroom (HGPS of gewoon progeria). Bij deze zeldzame
7
 kinderziekte zorgt een nucleotide 

substitutie (c.1824C>T [2]) in LMNA ervoor dat vroegtijdige verouderingssymptomen voorkomen. 

Jonge kinderen zien er lichamelijk uit als oude mensen hoewel ze psychologisch ontwikkelen zoals elk 

ander kind [57]. Ze sterven gemiddeld rond de leeftijd van 13.5 jaar ten gevolge van hartproblemen 

[43]. Andere symptomen zijn onder meer haarverlies, verlies van subcutaan vet, groeiachterstand en 

skelet abnormaliteiten (Figuur 6) [58].  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De causale mutatie zorgt niet voor een verandering van aminozuursequentie (G608G) maar 

veroorzaakt wel het ontstaan van een cryptische splice site in het mRNA. Dit resulteert in het 

verwijderen van een deel van het mRNA waardoor er 50 aminozuren in het C-terminale deel van 

lamine A tekort zijn (Figuur 7). Het eiwit dat nu ontstaat, wordt progerine genoemd. Door de deletie 

kan het eiwit niet meer geknipt worden door ZMPSTE24 en zal het gefarnesyleerd blijven waardoor 

een toxische gain of function ontstaat [59]. Er ontstaat een accumulatie van progerine ter hoogte van 

de kernmembraan wat aanleiding geeft tot misvormde kernen (Figuur 6c) en lokale vervormingen van 

de kernmembraan [7]. Er ontstaan eveneens veranderingen in histonmodificaties en de hoeveelheid 

perifeer heterochromatine [60]. Bij cellen van HGPS patiënten worden 352 genen anders tot expressie 

gebracht dan in normale cellen [61]. Al deze onregelmatigheden leiden tot verminderde weerbaarheid 

van de cellen tegen bijvoorbeeld DNA schade en tot hogere concentraties van reactieve zuurstof 

moleculen in de cel [62] [63].  

                                                           
7
 1 op 8 miljoen geboortes [7] 

Figuur 6: (A) Twee HGPS patiënten uit België [57]. (B) Een normale humane 

celkern (C) Een celkern van een HGPS patient [43]. 
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Een andere verouderingslaminopathie is restrictieve dermopathie. Wanneer er mutaties optreden in het 

ZMPSTE24 gen, belangrijk bij de maturatie van lamines, krijgt men een opstapeling van onafgewerkte 

lamines (Figuur 7) [64]. Verschillende mutaties die resulteren in functieverlies van ZMPSTE24 leiden 

tot restrictieve dermopathie [65]. Bij deze ziekte overlijden pasgeboren kinderen na enkele uren tot 

dagen. Typische kenmerken zijn een stijve huid en duidelijke gelaatskenmerken zoals laag 

gepositioneerde oren en een puntige neus. Door de beperkte bewegingsvrijheid als gevolg van de 

stijve huid is ook de beweging van de gewrichten beperkt en zijn er problemen met de ademhaling wat 

leidt tot de dood [66] [67]. Dit ziektebeeld kan ook worden veroorzaakt door mutaties in het LMNA 

gen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.1.2.6 Lamines en veroudering 

Veroudersingsziekten bieden de mogelijkheid om inzicht te verwerven in het normale 

verouderingsproces. Zo heeft men gezien dat in gezonde, oude cellen ook een accumulatie van 

lamine A aan de NE plaatsvindt. Hierdoor worden gelijkaardige, hoewel zwakkere symptomen 

waargenomen als in HGPS cellen [68]. Progerine komt sporadisch tot expressie in zowel jonge als 

oude cellen door het gebruik van de cryptische splice site. Mogelijk zijn oude cellen minder bestand 

tegen de negatieve effecten van progerine waardoor de vervormingen meer tot uiting komen. 

Verschillende nucleaire defecten verdwijnen wanneer splicing op de cryptische splice site wordt 

geïnhibeerd [69]. De abundantie van progerine speelt hoogstwaarschijnlijk een rol bij gezonde cellen 

tijdens het verouderingsproces [62].  

1.1.2.7 Lamines en kanker 

In kankercellen worden vaak veranderingen in de nucleaire morfologie waargenomen. De vorm van 

celkernen wordt in veel diagnostische testen voor kanker gebruikt (bijvoorbeeld in de pap smear test 

voor baarmoederhalskanker [70]). Verschillende kankertypes vertonen een heterogene expressie van 

A-type lamines. Ook werd aangetoond dat in tumorweefsel, progerine 20 keer meer tot expressie komt 

in vergelijking met normaal weefsel [71]. Lamines kunnen mogelijk gebruikt worden als biomerker 

voor bepaalde soorten kanker [72]. Aangezien de kans op kanker toeneemt met toenemende leeftijd 

zou progerine hier een rol in kunnen spelen.  

Figuur 7: De maturatie van lamine A in wild type, ZMPSTE24
-/-

 cellen zoals bij restrictieve dermopathie en 

HGPS cellen. Bij het wild type cellen verloopt de laminematuratie normaal. Bij de ZMPSTE24
-/-

 cellen ontbreekt 

ZMPSTE24 waardoor het terminale laminedeel niet wordt afgeknipt. Een deletie van 50 AZ leidt bij de HGPS 

cellen tot het verwijderen van de knipplaats van ZMPSTE24 hetgeen resulteert in ophoping van onafgewerkt 

lamine A (progerine) aan de kernmembraan [144]. 
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1.2 Wetenschappelijke modellen 

Wanneer men onderzoek doet naar bepaalde menselijke ziekten, maakt men vaak gebruik van 

modellen. Deze modellen kunnen gaan van cellijnen tot proefdieren. Hieronder worden verschillende 

mogelijke modellen voor het bestuderen van ziekten (waaronder laminopathieën) kort besproken.  

1.2.1 Modelorganismen 

Wetenschappelijk onderzoek maakt vaak gebruik van zeer goed gekarakteriseerde modelorganismen 

om testen uit te voeren. De bevindingen die hierbij worden gedaan kunnen duidelijkheid verschaffen 

over dezelfde mechanismen in andere organismen zoals de mens. Twee modelorganismen die vaak 

worden gebruikt zijn de rondworm Caenorhabditis elegans en de muis (mus musculus). Voordelen van 

C. elegans zijn de korte levenscyclus, kleine omvang en eenvoudige cultuurcondities [73]. De eenvoud 

van dit organisme is eveneens zijn grootste nadeel vermist veel processen niet aanwezig zijn in C. 

elegans en daardoor ook niet te onderzoeken zijn in dit modelorganisme. Op het gebied van lamines 

wordt in C. elegans maar één soort lamine geobserveerd, het Ce-lamine [74]. Dit organisme kan 

afhankelijk van de onderzoeksvraag evenwel nuttige informatie bieden voor onderzoek.  

Muismodellen zitten op vlak van complexiteit al dichterbij de mens hoewel grote verschillen blijven 

bestaan [75]. De complexiteit van het organisme resulteert in meer intensief werk en een hoge kost om 

het in leven te houden en te verzorgen. Anderzijds wordt meestal maar een beperkt aantal dieren 

onderzocht wat statistische relevantie vermindert. Daarnaast komen ook ethische problemen aan de 

orde. Deze verschillende redenen zorgen ervoor dat het gebruik van dergelijke modelorganismen niet 

altijd wenselijk is.  

1.2.2 Modelcellen 

Om de complexiteit van muismodellen te omzeilen en de fysiologische relevantie te behouden wordt 

voor fundamenteel onderzoek vaak beroep gedaan op menselijke cellen. Dit wordt gedaan met behulp 

van cellen die worden geïsoleerd uit humaan weefsel en vervolgens in cultuur worden gebracht. 

Wanneer een celcultuur kan blijven delen zonder af te sterven spreekt men van een immortale cellijn. 

Een nadeel aan celculturen ten opzichte van proefdieren is dat de cellen zich niet in een echt weefsel 

bevinden. De interacties met de rest van het organisme en de 3D structuur kunnen hierbij niet worden 

onderzocht. Het onderhoud van de cellen moet gebeuren onder strikte, aseptische condities om 

contaminatie te voorkomen. Deze speciale condities kunnen zorgen dat de kostprijs voor het 

onderhouden van cellen hoog wordt [76]. Bovendien zijn cellen in cultuur soms genetisch onstabiel, 

voornamelijk immortale cellijnen [77].  

1.2.2.1 Patiëntencellen 

Het voordeel van het gebruik van patiëntencellen is dat een goede reflectie wordt geven van de 

ziektestatus van de patiënt. Nadelig, vooral bij laminopathieën, is het beperkt aantal patiënten, 

waardoor de beschikbaarheid van cellen laag is. Een bijkomend nadeel is dat de inherente genetische 

variabiliteit tussen verschillende patiënten een grotere rol speelt door dit laag aantal stalen [78]. 

Hoewel deze variabiliteit zich ook manifesteert bij gezonde personen, kan deze hier worden 

uitgemiddeld door een groot aantal stalen te onderzoeken. Bij studies naar bijvoorbeeld differentiële 

genexpressie is het ideaal dat men het expressiepatroon kan vergelijken met gezonde cellen die 

eenzelfde genetische achtergrond hebben. Dit is onmogelijk te bekomen met stalen van verschillende 

proefpersonen. Bovendien kennen de patiëntencellen, net omwille van hun herkomst ook een lagere 

fitheid, waardoor ze sneller senescent worden. 
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1.2.2.2 Experimentele behandelingen 

Minder genetische variabiliteit kan bekomen worden door het gebruik van gezonde celculturen, 

bestaande uit cellen met dezelfde genetische achtergrond. Deze cellen kunnen worden behandeld zodat 

ze gelijkaardige fenotypes vertonen als de patiëntencellen. Hierbij kan steeds vergeleken worden met 

controlecellen die geen behandeling hebben ondergaan.  

Er bestaan zowel chemische als genetische behandelingen om moleculaire wijzigingen van 

patiëntencellen na te bootsen in normale (gezonde) cellen. Een voorbeeld van een chemische 

behandeling is het gebruik van saquinavir, een stof die wordt gebruikt als HIV-protease inhibitor maar 

als bijwerking ook ZMPSTE24 (1.1.1.3) inhibeert. Toepassing van deze stof op gezonde cellen kan als 

een celmodel voor restrictieve dermopathie aanzien worden [79]. Een nadeel van een chemische 

behandeling echter is het risico op dosis-afhankelijke, ongewenste bijwerkingen zoals bijvoorbeeld 

fragmentatie van de mitochondria bij saquinavir behandeling [80]. Genetische behandelingen 

omvatten overexpressie van mutante gensequenties via plasmiden of knock-down van de genexpressie 

van betrokken genen met RNA interference. Dit mechanisme resulteert in afbraak van mRNA van de 

genen die worden gekozen en is een snelle, relatief goedkope methode. De knock-down die wordt 

bekomen is echter niet volledig, kan verschillen tussen experimenten en laboratoria en is transiënt 

[81].  

De bovenvermelde problemen kunnen vermeden worden door de aanmaak van een stabiele 

modelcellijn die de specifieke mutatie van een bepaalde ziekte bevat. Deze cellen verschillen enkel in 

de specifieke mutatie ten opzichte van de cellijn waaruit vertrokken werd. Hierdoor zullen verschillen 

in genexpressie tussen beide cellijnen enkel te wijten zijn aan de mutatie en niet aan andere genetische 

verschillen zoals bij patiëntencellen. Dit resulteert in een lagere ruis en dus een hogere resolutie voor 

het onderscheiden van subtiele verschillen in genexpressie. De genomische wijziging zorgt ervoor dat 

het fenotype stabiel is en niet transiënt zoals bij knock-down. Problemen van neveneffecten zoals bij 

chemische behandelingen zullen ook niet aanwezig zijn. Kortom, stabiele cellijnen zijn het ideale 

model voor doeleinden als differntiële expressie analyse en kunnen worden gecreëerd met behulp van 

genome editing technieken.  
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1.3 Genetic engineering 

Onder genetic engineering verstaat men het aanpassen van DNA van een organisme zodat het 

bruikbaar wordt voor een welbepaalde toepassing. Dit werd eerst gedemonstreerd door Stanley Cohen 

en Herbert Boyer die er, in 1973, in slaagden om recombinant DNA van Xenopus laevis (klauwkikker) 

in Escherichia coli (E. coli) binnen te brengen en te laten repliceren [82]. Dit leidde tot een 

internationale discussie over de mogelijke gevaren van deze techniek [83], een discussie die nog steeds 

brandend actueel is. In 1974 werd de eerste transgene muis geproduceerd door Rudolf Jaenisch [84]. 

De opkomst van DNA sequeneringsmethoden in 1977 zorgde voor een boost van deze technologieën 

[85]. Verschillende ontwikkelingen bleven elkaar opvolgen en in 1979 werd het menselijke hormoon 

insuline geproduceerd met behulp van E. coli [86]. Met de komst van technieken die homologe 

recombinatie gebruiken, werd specifieke gene targeting mogelijk.  

Recent werden veel nieuwe technieken ontwikkeld om specifieke locaties in het genoom te wijzigen, 

algemeen beschreven als genome editing [81]. Verschillende van deze nieuwe technieken zijn 

gebaseerd op eenzelfde basisprincipe. Eén component van het systeem zorgt voor specifieke 

herkenning van een sequentie waarna een ander deel, een nuclease, de beide strengen van het DNA 

kan doorknippen om zo een dubbelstrengige breuk (double strand break, DSB) te genereren. Deze 

breuken in het DNA worden vervolgens hersteld door het DNA herstel apparaat van de cel. Dit herstel 

apparaat kan gebruikt worden om veranderingen aan te brengen in het genoom. De cel kent twee 

belangrijke herstelmechanismen, non-homologous end joining (NHEJ) en homologe recombinatie 

(HR) [87]. Het eerste proces is gebaseerd op het willekeurig verbinden van losse DNA uiteinden. Dit 

is het dominante herstelmechanisme maar is gevoelig voor fouten waardoor inserties en deleties 

(indels) van nucleotiden voorkomen in het herstelde DNA [88]. Bijgevolg kan een 

leesraamverschuiving (frame shift) plaatsvinden waardoor een gen kan worden uitgeschakeld en een 

knock-out bekomen kan worden (Figuur 8a). Bij HR wordt na DNA replicatie de overeenkomstige 

sequentie op het homologe chromosoom gebruikt als template voor het herstellen van de DNA 

beschadiging. Men kan dit proces echter in de hand werken door het toedienen van een exongene 

DNA template. Hierdoor kunnen ook specifieke (punt)mutaties ingebracht worden. (Figuur 8b,c) [89]. 

 

 

  

Figuur 8: Verschillende mogelijkheden van DNA herstel na DSB. (A) Herstel door NHEJ zorgt voor inserties en 

deleties waardoor genen onderbroken kunnen worden en een knock-out gegenereerd wordt. (B) Bij het toevoegen van 

donor DNA met homologe regio’s kan dit via homologe recombinatie worden binnengebracht. (C) Zelfs hele genen 

kunnen zo worden toegevoegd [89].  
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Hieronder worden drie recente technieken besproken die worden gebruikt voor genome editing en 

waarvoor protocols voor de aanmaak recent zijn gepubliceerd, namelijk zink-vinger nucleasen (2006, 

[90][91]), transcription activater-like effector nucleasen (2012, [92]) en clusters of regularly 

interspaced short palindromic repeats/Cas9 systemen (2013, [93]).  

1.3.1.1 Zink-vinger nucleasen 

Zinc-finger nucleasen (ZFN) bestaan uit een aaneenschakeling van een aantal zink-vingers die 

gekoppeld zijn aan een deel van het FokI (Flavobacterium okeanokoites) nuclease. Zink-vingers zijn 

eiwitten met DNA bindende eigenschappen, die worden gestabiliseerd door een centraal zink atoom. 

De tertiaire structuur bestaat uit twee antiparallelle β-sheets en een α-helix (Figuur 9). Eén zink-vinger 

kan specifiek contact maken met drie nucleotiden in het DNA met behulp van drie van zijn 

aminozuren (triplet) [94]. Verschillende zink-vingers die een ander triplet herkennen, kunnen aan 

elkaar geschakeld worden tot een zinc-finger protein (ZFP), om een groter domein te herkennen [95]. 

In een zink-vinger nuclease wordt een aaneenschakeling van zink-vingers geassocieerd met een deel 

van het FokI nuclease.  

In zijn normale voorkomen kan FokI willekeurig binden aan DNA en de twee strengen van DNA 

knippen. Het DNA herkenningsdomein kan echter gescheiden worden van het knipdomein om zo een 

ander, specifiek herkenningsdomein te combineren met het knipdomein [96]. Dit mechanisme wordt 

gebruikt bij ZFN waarbij men een aaneenschakeling van zink-vingers combineert met het FokI 

endonuclease knipdomein. Eén FokI domein is echter niet in staat DNA te knippen, hiervoor is 

dimerisatie van twee van deze domeinen nodig [97] [98]. Men combineert dus twee ZFN die 

nabijgelegen DNA sequenties binden. Wanneer er binding optreedt met het DNA zullen de twee FokI 

domeinen bij elkaar worden gebracht en zal het DNA geknipt worden (Figuur 9) [99]. Een groot 

nadeel van de ZFN is dat ze gepatenteerd zijn en hierdoor een zeer hoge kostprijs hebben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.3.1.2 Transcription activator-like effector nucleasen (TALEN) 

Transcription activator-like effectors (TALEs) zijn eiwitten die voorkomen in de plantenpathogeen 

Xanthomonas. Deze bacteriën stellen effectormoleculen vrij in de plantencel die kunnen binden aan 

DNA sequenties van het gastheergenoom en zo de transcriptie kunnen beïnvloeden [100]. Deze DNA 

bindende eigenschap is wat deze eiwitten bruikbaar maakt voor genome editing. Wanneer deze 

Figuur 9: Structuur van een zink-vinger nuclease. Vier zink-vingers aan elkaar vormen 

een zink-finger protein (ZFP). Een sequentie van 12 nucleotiden wordt in dit voorbeeld 

herkend. Beide ZNPs zijn verbonden met een FokI nuclease-domein, deze domeinen 

vormen samen een FokI nuclease dimeer dat het DNA zal knippen [143].  
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domeinen gekoppeld worden aan een nuclease spreekt men van een TALE nuclease (TALEN) en 

kunnen ze een gelijkaardige werking uitvoeren als de ZFN.  

De TALE eiwitten uit Xanthomonas bestaan uit herhalingen van 34 AZ, die sterk op elkaar gelijken in 

aminozuursamenstelling. Per herhaling wordt één nucleotide in het DNA herkend. Verschillende van 

deze herhalingen worden aan elkaar geschakeld om een langere sequentie te herkennen. Het specifiek 

herkende nucleotide wordt bepaald door het twaalfde en dertiende AZ van de herhaling die samen de 

repeat-variable di-residue (RVD) vormen [101]. Een TALE eiwit herkent dus elk nucleotide apart en 

niet in een triplet zoals bij ZFN. Het eerste nucleotide dat wordt herkend is steeds een thymine. De 

laatste herhaling gelijkt slechts in twintig aminozuren op de vorige herhalingen, hiernaar wordt 

verwezen als de halve herhaling [100]. Naast deze herhalingen bevat een natuurlijk voorkomend 

TALE ook een NLS en een activatiedomein dat transcriptie in de gastheer kan activeren (Figuur 10) 

[102].  

De RVD code, die zorgt voor de herkenning van een specifiek nucleotide, werd ontrafeld door twee 

onderzoeksgroepen in hetzelfde jaar [100] [101]. Wanneer het twaalfde en dertiende AZ bestaat uit 

histidine gevolgd door asparaginezuur (HD
8
) wordt een cytosine gebonden. Een asparagine gevolgd 

door glycine (NG) resulteert in een binding met thymine. Binding met adenine wordt gerealiseerd door 

een RVD met asparagine gevolgd door isoleucine (NI) [103]. Voor guanine was eerst nog geen 

specifieke RVD gekend. Twee asparagines na elkaar (NN) herkennen zowel guanine als adenine met 

een grotere voorkeur voor guanine. In 2012 ontdekte men dat asparagine gevolgd door histidine (NH) 

meer specifiek bindt aan guanine dan (NN) [104]. Er zijn nog meerdere AZ combinaties die 

nucleotiden herkennen maar de bovenvermelde zijn het meest voorkomend [89]. Samengevat 

resulteert dit in volgende code C(HD), T(NG), A(NI) en G(HD). Dankzij deze code kan men 

herhalingen aan elkaar koppelen om zo een gewenste sequentie te binden.  

Analoog als bij ZFN zijn er twee TALENs nodig met elk een FokI domein. De twee TALENs 

(forward en reverse) herkennen elk de tegenovergestelde streng (Figuur 11) er moeten dus steeds twee 

constructen in de cel worden gebracht die elk 20 nucleotiden kunnen herkennen. Bij binding komen de 

twee FokI domeinen bij elkaar en zorgen ze voor het knippen van beide DNA strengen. Dit wordt 

gevolgd door NHEJ of HR zoals eerder vermeld (1.3).  

                                                           
8
 Dit zijn de afkortingen voor de respectievelijke AZ. 

Figuur 10: Algemene structuur van een TALE in Xanthomonas. Verschillende herhalingen van 34 AZ zijn 

weergegeven in verschillende kleuren die overeenstemmen met hun doelnucleotide.  Het twaalfde en dertiende AZ 

vormen de RVD die de specificiteit bepaald. C-terminaal zijn een NLS en transcriptie activatiedomeinen (AD) te zien. 

De RVDs met overeenkomstig nucleotide worden rechts weergegeven. G wordt ook specifiek herkend door NH (niet 

op de figuur weergegeven) [92]. 
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Figuur 11: Structuur van TALEN. Herkenningssequenties bestaande uit verschillende herhalingen zijn verbonden met 

het FokI nuclease. Binding van de linker of forward TALEN en de rechter of reverse TALEN resulteert in dimerisatie 

van twee FokI domeinen die het DNA kunnen knippen [92].  

TALEN vertonen een aantal voordelen ten opzichte van ZFN. Zo is, doordat ZFN steeds een 

herkenning doen van drie nucleotiden tegelijkertijd, de verscheidenheid aan sequenties die herkend 

kunnen worden groter bij TALEN [92]. Bij ZFN komen er daarnaast ook problemen voor met 

specificiteit [105]. Een studie toonde aan dat TALEN eenzelfde activiteit vertonen als ZFN en 

bovendien minder toxisch zijn voor de cellen [106]. In zebravissen werd zelfs een tien keer grotere 

mutatie activiteit gezien voor TALEN [107]. Kortom TALEN werken beter dan ZFN op basis van 

efficiëntie, specificiteit en reproduceerbaarheid [108]. In tegenstelling tot ZFN, welke al vaker 

gebruikt werden, zijn TALEN nog niet zo lang ontwikkeld waardoor nog minder hulpmiddelen 

beschikbaar zijn.  

1.3.1.3 CRISPR-Cas9 

Recent hebben nieuwe ontdekkingen geleid tot de vorming van een nieuwe genome editing techniek. 

In bacteriën en archaea werd een immuunrespons ontdekt die specifiek DNA van indringers kan 

afbreken, het clusters of regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPR) 

verdedigingsmechanisme [109]. Dit systeem bestaat uit RNA moleculen, die via specifieke basepaar 

herkenning exogeen DNA binden en vervolgens eiwitten rekruteren die het herkende DNA kunnen 

afbreken [110] [111]. De gerekruteerde eiwitten zijn afkomstig van de CRISPR associated genes (Cas) 

en staan onder meer in voor het verwerken van het RNA tot korte CRISPR RNAs (crRNA) [112] en 

het afbreken van exogeen DNA en RNA na herkenning [113].  

Het type II CRISPR/Cas systeem
9
 van Streptococcus pyogenes werd gebruikt als basis voor de 

ontwikkeling van deze nieuwe genome editing techniek [114] [115]. Bij dit CRISPR/Cas9 systeem 

zijn drie elementen noodzakelijk voor de werking in humane cellen: een crRNA dat specifieke 

herkenning mogelijk maakt, een trans-activating crRNA (tracrRNA) en het Cas9 eiwit [115]. Het 

tracrRNA speelt een rol in de maturatie van het crRNA [116]. Het crRNA en het tracrRNA zullen een 

chimere RNA molecule of gids RNA vormen, dat de herkenning van het DNA bewerkstelligt en zo 

leidt tot specifieke breuken gegenereerd door het Cas9 nuclease [117].  

Met deze techniek kunnen specifieke locaties in het genoom herkend worden op basis van Watson en 

Crick complementariteit. Dit in tegenstelling tot de ZFN en TALEN die gebaseerd zijn op eiwit-DNA 

interacties. De enige vereiste voor herkenning is het voorkomen van een protospacer-adjacent motif 

(PAM) bestaande uit drie nucleotiden NGG
10

, na de herkenningsequentie. Van het totaal genoom kan 

nog 40% als doel worden gebruikt rekening houdend met deze PAM sequentie [111]. CRISPR/Cas9 

systemen knippen steeds drie bp in 5’ positie van de PAM sequentie.  

                                                           
9
 Er zijn drie CRISPR/Cas systemen gekend.  

10
 Een willekeurig nucleotide gevolgd door twee guanine nucleotiden.  
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Het CRISPR/Cas9 systeem is nog recenter dan de TALENs en toont een aantal duidelijke voordelen. 

Eerst en vooral is de aanmaak van CRISPR/Cas9 constructen eenvoudiger dan deze van TALENs en 

zijn ze gebaseerd op DNA baseparing en niet op DNA-eiwit herkenning [111]. Daarnaast is maar 

transfectie van één plasmide nodig bij CRISPR/Cas9 systemen omdat alle benodigdheden aanwezig 

zijn op dit plasmide. Bij TALENs moeten steeds twee plasmiden worden gebruikt aangezien er een 

forward en reverse TALEN nodig zijn. Dit zorgt wel voor een hogere specificiteit aangezien er twee 

sequenties van 20 bp worden herkend in tegenstelling tot het CRISPR/Cas9 systeem waarbij slecht één 

maal 20 bp worden herkend [118]. Dit kan worden opgelost door het gebruik van twee CRISPR/Cas9 

systemen met een gemuteerd Cas9 eiwit. Dit eiwit is aangepast zodat het slechts één DNA streng kan 

knippen waardoor twee zulke systemen nodig zijn om een DSB te creëren en dus ook twee 

herkenningssequenties [117]. Een laatste voordeel van het CRISPR/Cas9 systeem is dat het op een 

specifieke positie knipt in tegenstelling tot TALENs die willekeurig knippen in de regio tussen de 

twee herkenningssequenties en dat het knippen niet beïnvloed wordt door DNA methylaties wat wel 

het geval is bij TALEN en ZFN [119].  

 

Figuur 12: Het CRISPR/Cas9 werkingsprincipe. Het gids RNA bestaande uit het crRNA en tracrRNA 

zal interageren met het Cas9 eiwit. Een specifieke sequentie wordt herkend door het crRNA en resulteert 

in de vorming van een DSB door het Cas9 eiwit [145]. 
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1.4 Doel 

Voor de celbiologische studie van laminopathieën, worden in deze masterproef genome editing 

constructen ontwikkeld, die het mogelijk moeten maken om robuuste modelcellen te ontwikkelen. 

Door het ontwikkelen van TALEN en CRISPR/Cas9 constructen wordt het mogelijk selectief het 

LMNA gen of het ZMPSTE24 gen te treffen. Deze constructen kunnen in cellen een knock-out van het 

gen op één of beide allelen genereren. Bij LMNA genome editing moet dit resulteren in cellen met 

minder of helemaal geen lamine A/C wat een model vormt voor musculaire dystrofie [120]. De cellen 

behandeld met de ZMPSTE24 genome editing constructen, zouden een ophoping moeten vertonen van 

onafgewerkte vormen van lamine A wat overeenkomt met het fenotype van restrictieve dermopathie.  

Het ontwikkelen van deze constructen kan eveneens expertise en kennis opleveren om in de toekomst 

analoog ontwikkelde constructen te gebruiken voor het invoeren van specifieke puntmutaties. Zo 

kunnen genetische ziekten exact worden nagebootst, het doel van het project waarbinnen deze 

masterproef kadert.  
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2 Materiaal en methoden 

2.1 Algemene laboratorium technieken 

2.1.1 Celcultuur  

Er werden verschillende celtypes gebruikt (Tabel 1) die op gelijkaardige wijze werden onderhouden. 

De cellen werden opgegroeid in advanced Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM, Gibco, 

12491-015) met toevoeging van 1% penicilline-streptomycine-L-glutamine (PSL) en foetal bovine 

serum (FBS, Sigma-Aldrich, F9665). Het percentage FBS is afhankelijk van het celtype en wordt 

weergegeven in Tabel 1 als ook de oorsprong van de cellen.  

Tabel 1: Gebruikte celtypes met de naam, celtype en oorsprong. Ook het percentage FBS toegevoegd aan advanced 

DMEM en het percentage van trypsine gebruikt voor het losmaken van de cellen.  

Naam Celtype Afkorting % FBS % Trypsine Oorsprong 

Normal human 

dermal fibroblasts 

Humane dermale 

fibroblasten 
NHDF 2 0.25 Promocell 

Henrietta Lax 
Cervix carcinoma epitheel 

cellen 
HeLa 2 0.25 

American type 

culture collection 

Human embryonal 

kidney 

Humane embryonale 

niercellen 

HEK 

293T
11

 
10 0.05 

American type 

culture collection 

Hutchinson-

Gilford progeria 

syndrome 

Humane dermale 

fibroblasten van een HGPS 

patiënt (G608G mutatie) 

HGPS 10 0.05 

Prof. Ramaekers, 

Universiteit van 

Maastricht 

 

Het splitsen van de cellen gebeurde op de hierna beschreven manier (voor een T25 weefselkweekfles). 

Het medium werd afgenomen en de cellen werden gewassen met 3ml Dulbecco's phosphate-buffered 

saline (DPBS, Gibco, 14190-094). Na verwijdering van DPBS werd 1 ml trypsine-EDTA (Gibco, 

25200-072) toegevoegd aan een concentratie afhankelijk van het celtype (Tabel 1). De cellen werden 

één minuut geïncubeerd bij 37 °C waarna het enzym geneutraliseerd werd met 5 ml gesupplementeerd 

advanced DMEM. Na een aantal keer spoelen, werden de losgemaakte cellen overgebracht in een 

falcon (15 ml) om te centrifugeren (5 min aan 1000 revolutions per minute (rpm)). Na centrifugatie 

werd het supernatans afgegoten en werden de cellen geresuspendeerd in 3 ml medium. Per celtype 

werd de volgende hoeveelheid cellen toegevoegd in een nieuwe weefselkweekfles in een totaal volume 

van 6 ml: NHDF/HGPS: 65000, HEK 293T: 125000, HeLa: 65000. 

2.1.2 Transfectie 

Transfecties werden gedaan met een geoptimaliseerd protocol gebaseerd op het transfectie protocol uit 

Sanjana et al. [92]. Cellen werden opgegroeid in een 6-well plaat met 2 ml DMEM en de gewenste 

hoeveelheid FBS maar zonder antibiotica (PSL). Nadat er voldoende cellen groeiden op de bodem van 

de wells (70-80 % confluent) werd volgend protocol toegepast per cm
2
 cultuuroppervlakte. 

0.9375 µl/cm
2
 lipofectamine 2000 (invitrogen, 11669-027) werd toegevoegd aan 26 µl/cm

2
 DMEM 

zonder supplementen (FBS en PSL), om interferentie te voorkomen. 0.42 µg/cm
2
 DNA werd 

toegevoegd aan 26 µl/cm
2
 DMEM zonder supplementen. DNA concentraties werden bepaald met 

behulp van een Nanodrop (Isogen, ND 2000). Na 1 tot 5 minuten incubatie werd het mengsel met 

lipofectamine toegevoegd aan het DNA mengsel en volgde 20 min incubatie bij kamertemperatuur. 

                                                           
11

 De oorspronkelijke cellijn kwam voort uit het 293
ste

 experiment van Frank Graham. De ‘T’ slaat op de 

toevoeging van een large T antigen dat replicatie van vectoren met een SV40 promotor in de cellen toelaat.  
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Dit mengsel werd toegevoegd aan het medium dat reeds aanwezig was in de wells met cellen. Na het 

zacht over en weer schudden van de plaat werden de cellen 24 uur geïncubeerd bij 37 °C en 5 % CO2. 

Wanneer meerdere plasmiden gelijktijdig werden getransfecteerd, werd de totale hoeveelheid DNA 

toegevoegd per well, gedeeld door het aantal plasmiden.  

2.1.3 DNA extractie 

Voor de extractie van DNA uit cellen werden twee verschillende methoden gebruikt, een snelle 

methode en een tragere zuiverdere methode. De snelle methode werd uitgevoerd met behulp van de 

QuickExtract DNA extraction solution (Epicentre, QE9050). 100 µl van deze oplossing werd 

toegevoegd per well van een 6-well plaat. Deze oplossing werd een aantal keer op en neer 

gepipetteerd. Hierna werd de oplossing overgebracht in PCR-epjes en werd het DNA geëxtraheerd 

door incubatie bij 68 °C voor 15 min en 95 °C voor 8 min. Deze methode bevatte naast DNA ook nog 

celdebris. 

Dit was niet het geval bij extractie met de DNeasy blood & tissue kit (Qiagen, 69504) waarbij de 

cellen eerst werden losgemaakt van het recipiënt om vervolgens het DNA op te zuiveren volgens het 

protocol geleverd bij deze kit. Hierbij werden de cellen gelyseerd en wordt het DNA gebonden aan een 

silica membraan terwijl de andere ongewenste stoffen werden doorgelaten.  

2.1.4 Bacteriële transformatie en plasmide opzuivering 

Transformatie werd gedaan in competente E. coli DH5α cellen. Aan 50 µl cellen, die werden bewaard 

bij -80 °C en werden ontdooid op ijs, werd 5 µl plasmide toegevoegd. Na 5 min incubatie op ijs werd 

45 s geïncubeerd bij 42 °C om vervolgens weer 5 min op ijs te incuberen. De cellen werden 

overgebracht in 800 µl SOC medium (bijlage 7.1.1) en opgeroeid gedurende één uur bij 37 °C in een 

schudder (200 rpm). Hierna werd 280 µl van de bacteriesuspensie uitgeplaat op LB agar platen 

(bijlage 7.1.3) met de juiste antibiotica (Duchefa biochemie) en overnacht opgegroeid door de plaat 

ondersteboven bij 37 °C te zetten. Na controle van de juiste aanwezige plasmiden met behulp van 

kolonie PCR (2.1.8.2) werden de correcte kolonies opgegroeid in vloeibaar LB medium (bijlage 7.1.2) 

met de juiste antibiotica en na incubatie overnacht bij 37 °C, werden de plasmiden geëxtraheerd met 

de GeneJET plasmid miniprep kit (Thermo Scientific, K0502). 

2.1.5 DNA sequenering 

Wanneer DNA sequenties bepaald moesten worden, werd dit gedaan door stalen op te sturen naar 

LGC genomics (Ready-to-run, Sanger sequencing). Hierbij werd steeds 10 µl DNA toegevoegd met 

een concentratie van 100 ng/µl en 4 µl primer met een concentratie van 5 µM. De bekomen resultaten 

werden gecontroleerd ten opzichte van referentie sequenties door sequence alignment (Clustal 

Omega)
12

. Ook de ruwe sequeneringsdata werden bekeken met Bioedit (Ibis biosciences) om 

eventueel sequeneringsfouten op te sporen.  

2.1.6 Microscopie 

Cellen bestemd voor microscopie werden opgegroeid op microscoop dekglaasjes (0.17 mm dikte). 

Alvorens de cellen bekeken werden onder de microscoop, werden ze gefixeerd. Dit gebeurde door 

eerst het aanwezige medium af te nemen en te wassen met 1x PBS. De gebruikte volumes zijn 

afhankelijk van het type well plaat (6-well plaat: 2 ml, 12-well plaat: 1 ml). Na het wassen werden de 

cellen gefixeerd met 4% paraformaldehyde (Alfa Aesar, 43368). Na nogmaals wassen werden de 

                                                           
12

 http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ 
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cellen gepermeabiliseerd met 1 % Triton X (Sigma-Aldrich, T8787) in 1x PBS voor 5 min. 

Dehydratatie gebeurde, na nog een laatste keer wassen met 1x PBS, door 3 min te incuberen met 

stijgende concentratie ethanol (70%, 90%, 100%). Vervolgens werd een DAPI (4,6-diamidino-2-

phenylindole, Invitrogen, D-1306) kleuring van het kern DNA uitgevoerd door de glaasjes met de 

cellen naar beneden op een druppel VectaShield (Vector laboratories, H-1000) met 1 µg/ml DAPI te 

brengen, die gelegen was op een draagglaasje. De glaasjes werden vastgemaakt met transparante 

nagellak en onder de fluorescentie microscoop (Eclipse Ti, Nikon instruments) bekeken. Er werden 

drie filter kubussen gebruikt om de gewenste golflengten uit te sturen en op te vangen (Tabel 2) . De 

gebruikte lenzen zijn een 20x/0.75 Plan Apo droge lens en een 40x/1.3 Plan Apo olielens. De opnames 

gebeurden met een Andor Ixon EM-CCD camera en de beelden werden verwerkt met behulp van Fiji 

freeware
13

.  

Tabel 2: De excitatie en emissie golflengten doorgelaten door specifieke filter kubussen gebruikt bij cel visualisatie 

met de fluorescentie microscoop. De golflengte wordt aangeduid als de gemiddelde waarde met daarna de breedte van 

het interval van het golflengte bereik. 377/50 heeft dus een bereik van 352 tot 402 nm. De waarde bij de dichroïsche 

spiegel geeft de grenswaarde waarboven golflengten doorgelaten worden en waaronder golflengten worden 

geblokkeerd.  

Filter kubus Excitatie golflengte (nm) Emissie golflengte (nm) Dichroïsche spiegel (nm) 

DAPI 377/50 477/61 409 

GFP 472/30 520/35 495 

TRITC 540/2 605/55 565 

CY5 620/60 700/75 660 

2.1.7 Immunokleuring 

Bij immunokleuring van cellen werden antilichamen gebruikt om specifieke eiwitten in de cel te 

kleuren. Hierbij werd eerst een specifiek antilichaam toegevoegd zonder label waaraan in een 

volgende stap een gelabeld, secundair antilichaam toegevoegd werd dat bindt aan het primair 

antilichaam. Om te wassen werd steeds drie keer 1x PBS toegevoegd en elke keer 5 min geïncubeerd. 

Cellen werden gefixeerd in 4% paraformaldehyde gevolgd door een eerste reeks wasstappen, daarna 

werd 5 min gepermeabiliseerd met Triton X (1 %). Volgend op een tweede reeks wasstappen werd 

20 min geblokkeerd met 50 % FBS. Vervolgens werden de cellen gedurende 1 u geïncubeerd in een 

oplossing met primair antilichaam (opgelost in 50 % FBS). Na opnieuw een reeks wasstappen volgde 

30 min incubatie met het secundaire antilichaam, een laatste reeks wasstappen en kleuring met DAPI 

in VectaShield zoals beschreven in 2.1.6.  

2.1.8 Polymerase chain reaction 

Op verschillende momenten in de experimenten werd een polymerase chain reaction (PCR) 

uitgevoerd voor het vermenigvuldigen van DNA. Wanneer het niet anders werd vermeld, werd 

hiervoor de basis PCR gebruikt die hieronder wordt beschreven. Na de PCR werd amplificatie van het 

correcte DNA fragment gecontroleerd met behulp van gelelektroforese. Hierbij werd een deel van het 

PCR product geladen op een 1.5 % agarosegel (1.5 g agarose in 100 ml 0.5x TAE (Tris acetaat 

EDTA)-buffer (bijlage 7.2.1)) en voor 20 min blootgesteld aan 135 V. Na scheiding van het DNA 

werd de gel 15 min geïncubeerd in een ethidiumbromide oplossing die het DNA kleurt. Vervolgens 

werd het resultaat bekomen door de gel te belichten met UV en een foto te nemen van het uitgezonden 

fluorescentie licht. Op elke gel werd eveneens 4 µl DNA ladder (Thermo Scientific, SM0403) geladen 

waarvan de lengte van de afzonderlijke fragmenten wordt weergegeven in Figuur 13. 
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2.1.8.1 Basis PCR 

Voor één reactie werd 1 µl DNA samengevoegd met 3 µl van elke primer (5 µM), 3 µl PCR buffer, 

2 µl dNTP (5 µM), 0.3 µl Taq-polymerase en 17.7 µl steriel water (gedeïoniseerd en geautoclaveerd) 

tot een totaal volume van 30 µl. De reactiecondities zijn weergegeven in Tabel 3. Alle gebruikte 

primers (Biolegio) werden eerst getest met dit PCR programma op specificiteit en zijn opgelijst in 

bijlage 7.2.2.  

Tabel 3: PCR condities van de basis PCR. Tijdens denaturatie zal het dubbelstrengig DNA loskomen tot alleen 

enkelstrengig DNA aanwezig is. Tijdens de annealfase zullen primers binden op het enkelstrengig DNA. Tijdens de 

extentiefase wordt van elke DNA streng de complementaire streng gegenereerd startend van de primer met behulp van 

het Taq-polymerase en de dNTPs.  

Cyclus nummer Denaturatie Annealfase Extentiefase 

1 5 min 95 °C   

2-36 35 s 95 °C 35 °C 60 °C 50 s 70 °C 

37   5 min 70 °C 

 

2.1.8.2 Kolonie PCR 

Na transformatie (2.1.4) werden gegroeide kolonies getest op de aanwezigheid van het juiste plasmide 

met kolonie PCR. Een kolonie werd opgepikt met een pipettip waarna een streep werd gezet op een 

back-up plaat met hetzelfde antibioticum als de plaat waarop de bacteriën werden gegroeid. De 

pipettip werd vervolgens overgebracht in 100 µl steriel water en even op en neer gepipetteerd om 

overblijvende kolonie af te spoelen in het water. Dit mengsel werd 10 min gedenatureerd bij 95 °C 

waarna 1 µl van de koloniesuspensie werd toegevoegd aan een PCR mengsel (Tabel 4). In deze reactie 

zat ook nog 0.25 µl dNTP (25 mM), 2.5 µl Taq-polymerase buffer, 0.125 µl van elke primer (10 µM), 

0.1 µl Taq-polymerase en 20.9 µl steriel water. Afhankelijk van de lengte van het gegenereerde PCR 

product werd de extensiefase ingekort.  

Figuur 13: DNA ladder gebruikt tijdens gelelektroforese met 

de lengte van de overeenkomstige DNA fragmenten. 



24 

Tabel 4: PCR condities van de kolonie PCR. Tijdens denaturatie zal het dubbelstrengig DNA loskomen tot alleen 

enkelstrengig DNA aanwezig is. Tijdens de annealfase zullen primers binden op het enkelstrengig DNA. Tijdens de 

extentiefase wordt van elke DNA streng de complementaire streng gegenereerd startend van de primer met behulp van 

het Taq-polymerase en de dNTPs. 

Cyclus nummer Denaturatie Annealfase Extentiefase 

1 3 min 94 °C   

2-31 30 s 94 °C 30 °C 60 °C 2 min 68 °C 

31   5 min 68 °C 

 

2.2 Aanmaak en controle van genome editing constructen 

Om stabiele gen knock-out te bekomen in cellen werden twee soorten genome editing constructen 

aangemaakt, TALEN en CRISPR/Cas9 systemen. Deze werden zo ontwikkeld dat ze een DSB konden 

genereren in één van de eerste exonen van de gewenste genen (LMNA, ZMPSTE24). De eerste 

exonen werden gekozen omdat een frameshift mutatie in het begin van een gen de kans op een knock-

out sterk verhoogt. Immers, indien de mutatie in het laatste exon zou zijn, zou het grootste deel van het 

eiwit nog correct kunnen worden gevormd. De genomische sequenties werden geraadpleegd op NCBI 

(LMNA: NG_008692.2; ZMPSTE24: gene 10269). 

2.2.1 TALEN  

De ontwikkeling van de TALENs was gebaseerd op het protocol van Sanjana et al. [92]. Hieronder 

wordt hiervan een korte uiteenzetting gegeven, een meer gedetailleerde beschrijving wordt gegeven in 

bijlage 7.5 en het artikel zelf [92].  

2.2.1.1 TALEN ontwerp 

Vermits de TALENs moeten binden aan een specifieke genoomsequentie werden de doelsequenties in 

het exon geïdentificeerd, met behulp van de TAL Effector Nucleotide Targeter 2.0
14

 [121]. Bij het 

ingeven van de exonsequenties werden er verschillende mogelijke TALEN paren gegenereerd 

rekening houdend met de richtlijnen van Streubel et al. [122]. Er werd gezocht naar TALEN binding 

sequenties van 20 bp en een opening (spacer) tussen de twee TALEN binding sequenties (forward en 

reverse) van 14 tot 20 bp. De sequenties werden zo gekozen dat ze niet in een regio vielen waar 

gekende SNPs (single nucleotide polymorphism
15

) aanwezig waren via NCBI (13/8/13). Enkel deze 

die specifiek één plaats in het genoom konden herkennen, zonder niet specifieke binding, werden 

bewaard. Hieruit werden voor LMNA en ZMPSTE24 twee TALEN paren gekozen in exon 1 (Figuur 

14). 

Bij een tweede raadpleging van de sequenties (7/1/14) werd geconstateerd dat er door nieuwe updates 

veel potentiële SNPs waren toegevoegd. Daarom werd besloten om de relevante sequenties van de 

gebruikte cellen te sequeneren en dit als basis te gebruiken voor de TALEN ontwikkeling. De eerste 

vier exonen van ZMPSTE24 en de eerste vijf exonen samen met exon 11 van LMNA werden 

vermenigvuldigd met PCR (primers zie bijlage 7.2, nummer 4 tot en met 20) en na PCR opzuivering 

(Qiaquick PCR purification kit, Qiagen, 28104) opgestuurd voor sequenering naar LGC genomics. De 

sequenering werd gedaan op DNA van HEK 293T en NHDF cellen na DNeasy DNA extractie. Voor 

HGPS cellen werd exon 11 van het LMNA gen gesequeneerd om te kijken of de gekende heterozygote 

mutatie aanwezig was. Op basis van deze sequenties werden nieuwe TALEN paren ontwikkeld voor 

                                                           
14

 https://tale-nt.cac.cornell.edu/node/add/talen 
15

 Verandering van één nucleotide.  

https://tale-nt.cac.cornell.edu/
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ZMPSTE24 (Figuur 14b). Een aantal algemene eigenschappen van de verschillende constructen, 

evenals hun posities in de coderende sequentie van de genen (bijlage 7.3) wordt getoond in Tabel 5. 

 

Figuur 14: Sequenties die worden herkend door de TALEN paren ontwikkeld op (A) 13/8/13 (B) 7/1/14. De TALEN 

binding sequenties worden weergegeven in hoofdletters. De kleine letters stellen de spacer regio voor tussen beide 

TALEN bindingsequenties. De forward TALEN is weergegeven in groen en loopt volgens de pijl net als de gele 

reverse TALEN. Het eerste herkende nucleotide is steeds een thymine. 

Tabel 5: Algemene informatie over de eerder vermelde TALEN paren. De naamgeving is analoog aan figuur 14, 

lengte van de spacer, de totale lengte en de positie in de coderende sequentie.  

TALEN 
 
>LMNA 1 
 
5’-T CACCCGGCTGCAGGAGAAG gaggacctgcaggagctc AATGATCGCTTGGCGGTCT A-3’ 
3’-A GTGGGCCGACGTCCTCTTC ctcctggacgtcctcgag TTACTAGCGAACCGCCAGA T-5’ 
 
>LMNA 2 
5’-T GATCGCTTGGCGGTCTACA tcgaccgtgtgcgct CGCTGGAAACGGAGAACGC A-3’ 
3’-A CTAGCGAACCGCCAGATGT agctggcacacgcga GCGACCTTTGCCTCTTGCG T-5’ 
>ZMPSTE24 1 
5’-T CGGGGCCGTGCTGCTCTTT tcctggacagtgtatc TTTGGGAGACCTTCCTAGC A-3’ 
3’-A GCCCCGGCACGACGAGAAA aggacctgtcacatag AAACCCTCTGGAAGGATCG T-5’ 
>ZMPSTE24 2 
5’-T CGGGGCCGTGCTGCTCTTT tcctggacagtgtatctt TGGGAGACCTTCCTAGCAC A-3’ 
3’-A GCCCCGGCACGACGAGAAA aggacctgtcacatagaa ACCCTCTGGAAGGATCGTG T-5’ 
 
 
>ZMPSTE24 exon 1  
5’-T CTCGACTCTATCAACTGGA taaaagcactttcagct TCTGGTCAGGACTCTATTC A-3’ 
3’-A GAGCTGAGATAGTTGACCT attttcgtgaaagtcga AGACCAGTCCTGAGATAAG T-5’ 
>ZMPSTE24 exon 2 
5’-T GGGAGATGCCGGCCGAGAA gcgtatcttcggggc CGTGCTGCTCTTTTCCTGG A-3’ 
3’-A CCCTCTACGGCCGGCTCTT cgcatagaagccccg GCACGACGAGAAAAGGACC T-5’ 
>ZMPSTE24 exon 3 
5’-T CTTCTCTTTGGAGGAATAC cttatctctggagactt TCTGGACGGTTCTGTGGTT A-3’ 
3’-A GAAGAGAAACCTCCTTATG gaatagagacctctgaa AGACCTGCCAAGACACCAA T-5’ 
>ZMPSTE24 exon 4 
5’-T CCCTGGTGTTTCTGCTGTT ggctacacttttcagtgc ATTGACTGGTTTGCCATGG A-3’ 
3’-A GGGACCACAAAGACGACAA ccgatgtgaaaagtcacg TAACTGACCAAACGGTACC T-5’ 

 

 

 

 

 
 
 

 Spacer Totaal 
LMNA1 18 58 
LMNA2 15 55 
ZMPSTE1 16 56 
ZMPSTE2 18 58 

                  CRISPR/Cas9 

LMNA ex 1 A 
5’-gcttcagactcggtgatgcga-3’ 
3’-tcgcatcaccgagtctgaagc-5’ 
 

ZMPSTE ex 1 
5’-ggccgagaagcgtatcttcg-3’ 
3’-cgaagatacgcttctcggcc-5’ 
 

LMNA ex 1 B 
5’-gctcgtaggcggccttgatgc-3’ 
3’-gcatcaaggccgcctacgagc-5’ 
 

ZMPSTE ex 2 
5’-gactcatgtaccaccggagtt-3’ 
3’-aactccggtggtacatgagtc-5’ 
 

A 

B 

Naam Spacerlengte Totale lengte Positie 

LMNA1 18 58 77-134 

LMNA2 15 55 117-171 

ZMPSTE24 1 16 56 59-114 

ZMPSTE24 2 18 58 59-116 

ZMPSTE24 ex1 17 57 31-87 

ZMPSTE24 ex2 15 55 199-255 

ZMPSTE24 ex3 17 57 276-332 

ZMPSTE24 ex4 18 58 367-424 
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2.2.1.2 TALEN productie 

De sequentie van het volledige TALEN werd in de cel gebracht met behulp van een plasmide. Hierin 

is de sequentie van het Fok I endonuclease aanwezig en de sequentie van 20 herhalingen (monomeren) 

die de doelsequentie kunnen herkennen. De algemene structuur van het plasmide zonder 

herkenningssequentie, het backbone plasmide, wordt weergegeven in Figuur 15. In deze backbone 

werd de sequentie, coderend voor het TALEN, aangebracht. Deze bestaat uit 20 monomeren per 

TALEN waarbij één monomeer resulteert in 34 AZ. Aangezien er 20 nucleotiden worden herkend, elk 

door een monomeer van 34 AZ (102 bp), resulteert dit in een totaal van 2040 bp die in het plasmide 

aanwezig moeten zijn om specifieke herkenning te kunnen bekomen. Door de hoge gelijkenis tussen 

de sequentie van de verschillende monomeren
16

 is het moeilijk om deze in de juiste volgorde in de 

vector te krijgen. Hiervoor werd de Golden Gate methode toegepast waarbij aan de verschillende 

momomeren adaptors bevestigd werden, zodat na het knippen met een type II restrictie-enzym
17

, 

slechts ligatie in een bepaalde volgorde kon gebeuren. Eerst werden de monomeren per zes 

samengevoegd tot een hexameer waarna drie hexameren in een tweede Golden Gate reactie aan elkaar 

en in de backbone vector werden gebracht. De backbone bevatte reeds de herkenning voor het 

thymine, dat aanwezig is als eerste in elk TALEN en voor de laatste halve herhaling (1.3.1.2).  

 

 

Figuur 15: (A) Algemene structuur van het TALEN plasmide zonder de herkenningssequentie. CMV: 

cytomegalovirus promotor, NLS: nucleair lokalisatie signaal, N term: N-terminus van Xanthomonas eiwit. BsaI: 

herkenningssequentie van type II restrictie enzym, ccdB (control of cell death B): negatieve selectie cassette waardoor 

cellen met niet geknipt plasmide zullen afsterven, CmR: chloramfenicol resistentiegen, C term: C terminus van 

Xanthomonas eiwit, FokI: de sequentie van het FokI nuclease, poly A signal: polyadenylatiesignaal (B) Plasmiden die 

een monomeer sequentie bevatten en gebruikt worden als basis voor de constructie van de monomeer bibliotheek [92].  

Ter verduidelijking wordt de constructie van de forward TALEN van het eerste paar tegen exon 1 van 

LMNA, uiteengezet. Deze heeft als TALEN bindings sequentie TCACCCGGCTGCAGGAGAAG, 

waarvan de herkenning van de eerste thymine en de laatste glutamine reeds in de backbone aanwezig 

zijn. De 18 andere kunnen worden opgedeeld in drie hexameren: CACCCG, GCTGCA, GGAGAA. 

Voor het maken van hexameer één heeft men dus op de eerste positie een monomeer nodig die een 

cytosine herkent en de specifieke adaptors bevat voor positie één (C1). In tweede positie moet de 

momomeer adenine kunnen herkennen en specifieke adaptors hebben voor deze positie (A2), analoog 

voor de andere posities (C3, C4, C5, G5). 

Eerst moesten de monomeren worden gegenereerd met de correcte adaptors aan beide uiteinden. Dit 

werd gedaan met behulp van PCR waarbij de adaptors vervat zitten in de uiteindes van de primers. Als 

startproduct werden plasmiden gebruikt die de sequentie van de monomeren bevatten (Figuur 15b) 

(Addgene, pNI-v2(32180), pNG_v2(32181), pHD_v2(32183), pNH_V2(37527)). Om meerdere 

TALENs te kunnen genereren werd een bibliotheek van monomeren gemaakt waarin elke monomeer 

                                                           
16

 Enkel het twaalfde en dertiende AZ verschillen (de RVD). 
17

 Type II restrictie-enzymen zijn enzymen die een specifieke sequentie herkennen maar een aantal bp voor of 

achter hun herkenningssequentie knippen. 

B A 
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met de specifieke adaptors voor elke positie aanwezig was. Dit gaf een totaal van vier monomeren met 

elk 18 mogelijke posities.  

Voor het maken van de eerste hexameer uit het voorbeeld werden dus de monomeren voor C1, A2, 

C3, C4, C5 en G6 bij elkaar gevoegd tijdens de eerste Golden Gate reactie [123]. De connectie van de 

eerste twee monomeren wordt gevisualiseerd in figuur 14. Aan weerszijden van de monomeer 

sequenties zijn er specifieke sequenties afkomstig van de adaptors, die een herkenninngssequentie van 

BsmBI (cgtctc) bevatten (Figuur 16a). Dit enzym knipt na zijn herkenningssequentie en genereert zo 

overhangende uiteindes (Figuur 16b). Het uiteinde gegenereerd bij C1 is compatibel met het uiteinde 

gegenereerd bij A2 waardoor ze aan elkaar kunnen worden bevestigd met behulp van een T7 ligase 

(Figuur 16c).  

 

 

 

Dit gebeurt bij de zes monomeren en resulteert in een circulair construct aangezien C1 en G6 ook 

compatibele uiteindes hebben (Figuur 17). Deze reacties worden gedaan voor de drie hexameren 

afzonderlijk om daarna over te gaan naar de tweede Golden Gate reactie. 

 

Figuur 16: Koppeling van de eerste twee monomeren in een hexameer. (A) Monomeer C1 en 

A2 met hun specifieke adaptors die een herkenningssequentie van BsmBI bevatten. (B) Dezelfde 

monomeren die na het knippen met BsmBI compatibele uiteindes vertonen. (C) De aan elkaar 

bevestigde monomeren met behulp van het T7 ligase.  
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Figuur 17: Zes monomeren aan elkaar gekoppeld tot een hexameer met de primers voor de PCR, volgend na de 

Golden Gate1 reactie, weergegeven als pijltjes.  

In de tweede Golden Gate reactie worden de drie hexameren, na PCR amplificatie, samengevoegd. De 

eerste en laatste monomeer van elke hexameer bevat een herkenningssequentie voor BsaI waardoor, na 

restrictie, compatibele uiteindes worden gegenereerd met elkaar en met het backbone plasmide dat 

eveneens een herkenningssequentie bevat. Het backbone plasmide bevat ook nog de FokI sequentie en 

de gewenste halve herhaling, overeenstemmend met het laatste herkende nucleotide (Addgene, 32190, 

32192, 32189, 32191). Dit zorgt ervoor dat de drie hexameren in de juiste volgorde aan elkaar en in 

het backbone plasmide worden geligeerd. Figuur 18 geeft een samenvatting van de algemene TALEN 

constructie. 

Om praktische redenen werden sommige delen van het protocol anders toegepast dan beschreven door 

Sanjana et al. . Zo werd de visualisatie van agarosegels na gelelektroforese gedaan met behulp van 

ethidiumbromide. De concentratie van DNA werd bepaald met een Nanodrop (Thermo scientific, ND-

2000) en de kolonie PCR werd uitgevoerd zoals eerder beschreven (2.1.8.2). Voor details wordt 

verwezen naar het protocol in bijlage 7.5. Er werden ook andere methoden gebruikt om de werking 

van de TALEN te valideren (2.2.1.3).  

 

C1

C4
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A

B

C

D

E

F

Figuur 18: Algemeen principe van TALEN constructie. (A) Monomeren met aanduiding van de primers gebruikt voor 

de vermenigvuldiging. (B) Monomeren na PCR amplificatie met herkenningssequentie van BsmBI. (C) Golden Gate 1 

reactie met vorming van hexameren. (D) Vermenigvuldiging van hexameren met PCR. (E) Drie hexameren 

samengevoegd met het plasmide in de tweede Golden Gate reactie. Het functioneel domein is in dit geval een FokI 

endonuclease. (F) Volledig TALEN plasmide [92]. 
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2.2.1.3 TALEN validatie 

Om de sequentie van het TALEN plasmide te controleren werd dit getransformeerd naar E. coli 

(2.1.4). Na opgroeien werd het plasmide geëxtraheerd en opgestuurd voor sequenering (2.1.5). Om de 

werking van de TALEN te controleren, werden verschillende methoden geoptimaliseerd, welke 

hieronder besproken worden.  

2.2.1.3.1 T7 endonuclease assay 

Een T7 endonuclease kan dubbelstrengige breuken genereren in DNA wanneer er geen perfecte base 

paring is [124] [125]. Dit endonuclease kan worden gebruikt voor het detecteren van werkende 

TALEN paren. Hierbij worden de genomische regio’s, herkend door de TALEN, van met TALEN 

behandelde stalen vermenigvuldigd met PCR. Vervolgens worden de DNA strengen gedenatureerd bij 

hoge temperatuur en zullen ze terug kunnen binden bij een langzaam dalende temperatuur. Er kan zo 

dubbelstrengig DNA gevormd worden waarvan de ene streng een mutatie bevat als gevolg van de 

TALEN en de andere streng geen mutaties bevat omdat sommige cellen niet getransfecteerd werden 

door TALEN. Er wordt zo een heteroduplex gevormd waar het T7 endonuclease kan knippen. 

Gegenereerde mutaties kunnen dus worden gevisualiseerd door twee kleinere bandjes wanneer het 

geknipte DNA wordt onderworpen aan gelelektroforese.  

Er werden twee verschillende protocols uitgevoerd van het T7 endonuclease assay. In een eerste 

protocol werd 20 µl van het PCR product onderworpen aan heteroduplexvorming waarna 10 µl werd 

samengevoegd met 4 µl NEBuffer 2 (New England biolabs, B7002S) en 1 µl T7 endonuclease (New 

England biolabs, M0302S). Na incubatie van 30 min bij 37 °C werden de resultaten bekeken met 

gelelektroforese. Het tweede protocol was op analoge wijze maar hierbij werd het PCR product eerst 

opgezuiverd. 200 ng van dit opgezuiverd product werd na toevoeging van 2 µl NEBuffer 2 (New 

England biolabs) en aanlenging tot 19 µl met water onderworpen aan heteroduplexvorming. Hierna 

werd 1 µl T7 endonuclease toegevoegd en werd 30 min geïncubeerd bij 37 °C. De reactie werd gestopt 

met 2 µl EDTA (0.25 M) en geanalyseerd met gelelektroforese. 

Deze assays werden getest op DNA van cellen met HGPS, die bijgevolg een heterozygote nucleotide 

substitutie bevatten. Hierbij werd heteroduplex DNA gevormd met de ene streng afkomstig van het 

niet gemuteerde allel en de andere afkomstig van het gemuteerde allel. Het exon dat deze mutatie 

bevat is exon 11 en werd vermenigvuldigd door PCR met behulp van primer 13 en 14 (bijlage 7.2.2). 

Hierna werd heteroduplex vorming gestimuleerd door 5 min te denatureren bij 95 °C gevolgd door 

graduele afkoeling tot 85 °C aan 2 °C/s en verdere afkoeling tot 25 °C aan 0.1 °C/s waarbij het DNA 

terug kon binden.  

2.2.1.3.2 High resolution melt-analyse 

Een tweede methode voor het controleren van de werking van de TALENs is High Resolution Melt -

analyse (HRM-analyse) die start met vermenigvuldigen van DNA met quantitative PCR (qPCR) 

waarna een smeltanalyse volgt [126]. Hierbij wordt de temperatuur opnieuw langzaam verhoogd 

waardoor de vermeerderde DNA strengen loskomen van elkaar. De fluorescente kleurstoffen, die 

enkel binden met dubbelstrengig DNA, worden zo vrijgesteld en het algemene fluorescente signaal zal 

dalen. De temperatuur waarbij de DNA-strengen loskomen en de kinetiek waarmee ze dit doen wordt 

bepaald door de basesamenstelling en de lengte van de duplexen. De daling in fluorescentie resulteert 

dus in een specifiek patroon per sequentie. Door vergelijking van de smeltcurven met deze van 

controle stalen kunnen zo mutatie geïdentificeerd worden. 
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Om de TALENs te controleren werden HEK 293T cellen opgegroeid in een 6-well plaat en 

getransfecteerd (2.1.2). Na 24 uur incubatie werd het DNA geëxtraheerd met de Quickextract methode 

(2.1.3) en gebruikt voor de HRM-analyse. Er werd gebruik gemaakt van de Type-it HRM PCR kit 

(Qiagen, 206542). 12.5 µl 2x HRM PCR mastermix werd toegevoegd aan 1.75 µl primermix (20 µM 

per primer), 9.75 µl RNase-vrij water en 1 µl DNA (80 ng/µl verdund in RNase-vrij water). De 

reacties werden uitgevoerd met een Rotor-gene Q (Qiagen, 9001560) en geanalyseerd met 

bijgeleverde software. Als positieve controle werd ook DNA van HGPS cellen geëxtraheerd en 

geanalyseerd met behulp van HRM. De primers die werden gebruikt zijn te zien in bijlage 7.2.2 (21-

28) en zorgden voor een PCR product van tussen de 100 en 150 bp wat een optimale lengte is voor 

deze analyse. De cyclus condities zijn weergegeven in Tabel 6.  

Tabel 6: Condities van HRM-analyse. Tijdens denaturatie zal het dubbelstrengig DNA loskomen tot alleen 

enkelstrengig DNA aanwezig is. Tijdens de annealfase zullen primers binden op het enkelstrengig DNA. Tijdens de 

extentiefase wordt van elke DNA streng de complementaire streng gegenereerd startend van de primer met behulp van 

het Taq-polymerase en de dNTPs. De HRM fase houdt in dat de temperatuur gradueel zal stijgen van 65 °C naar 95 °C 

met 0.1 °C elke 2 seconden.  

Cyclus nummer Denaturatie Annealfase Extentiefase HRM 

1 5 min 95 °C    

2-41 20 s 95 °C 20 °C 55 °C 20 s 72 °C  

36    65 °C-95 °C, 0.1 °C/2 s 

     

2.2.1.3.3 Surrogaat reporter 

Een andere methode voor het testen van de TALENs maakt gebruik van een plasmide (surrogaat 

reporter Labomics, PRG2S-EV) dat de sequentie bevat voor een monomerisch rood fluorescent 

proteïne (mRFP), gevolgd door een insertieplaats voor de TALEN herkenningssequentie. Na een 

stopcodon is ook nog de sequentie aanwezig van twee enhanced groene fluorescente proteïnen (eGFP) 

die elk in een ander reading frame zitten dan de mRFP sequentie (Figuur 19) [127]. Wanneer een 

functioneel TALEN paar wordt ingebracht, kunnen er indels gevormd worden waardoor het stopcodon 

uit frame geraakt en één van beide eGFP sequenties in frame komt. Wanneer nu dit plasmide in cellen 

wordt getransfecteerd samen met het TALEN paar kunnen cellen met een werkend TALEN paar 

gevisualiseerd worden. Alle cellen die een surrogaat reporter hebben opgenomen, zullen rood 

fluoresceren ten gevolge van een in frame mRFP. Cellen met een werkend TALEN paar zullen zeer 

waarschijnlijk mutaties ondergaan die leiden tot een frame shift waardoor, naast rood, ook groene 

fluorescentie kan worden waargenomen. Deze surrogaat reporter kan daarnaast ook worden gebruikt 

om cellen te isoleren die een werkend TALEN paar bevatten met behulp van fluorescent activated cell 

sorting (FACS).  
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Figuur 19: Mechanisme van de surrogate reporter. (A) Een mRFP zit in frame gevolgd door de herkenningssequentie 

van het TALEN paar en een stopcodon. Hierna zitten twee eGFPs die in een ander frame gelegen zijn dan het mRFP 

en elkaar. Cellen zonder functioneel TALEN die de surrgaat reporter bevatten zullen rood fluoresceren (mRFP
+
) en 

niet groen (eGFP
-
). (B) Een TALEN paar herkent de sequentie en zorgt voor het knippen van het DNA wat na 

herstelling kan resulteren in een indel. (C) De gevormde indel zorgt dat het stopcodon in een ander frame komt en één 

van beide eGFPs in frame, zodat de cellen zowel rood (RPF
+
) al groen (GFP

+
) zullen fluoresceren (D) Analoog als in 

C maar hierbij komt het andere eGFP in frame [127].  

In de surrogate reporter werd het gewenste tussenstuk, met de TALEN herkenningssequentie, 

geligeerd. Bij de ontwikkeling van het tussenstuk werd gelet op het behoud van het juiste frame, de 

aanwezigheid van stopcodons en de constructie van compatibele uiteindes met de vector (EcoRI aan 

de 5’ kant en dat van BamHI aan de 3’ kant, Figuur 20c). De tussenstukken werden ontwikkeld voor 

de TALEN paren tegen exon 1 van LMNA en exon 1 en 2 van ZMPSTE24 en werden besteld als 

DNA oligo’s (Biolegio). Om een dubbelstrengig tussenstuk te vormen, werden de bovenste en 

onderste oligo samengevoegd in equimolaire concentraties. Hierna volgde een incubatie van 2 min bij 

95 °C in een hitte blok waarna een langzame afkoeling werd bewerkstelligd door de hitte blok uit te 

schakelen en deze langzaam vanzelf te laten afkoelen.  

A

B

C

D
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5’-gccactccaccggcgccG^AATTCACACTGCATCAACC…TCAGAAACTACCTGAAG^GATCCagtgagcaagggcgaggagct-3’ 
3’-cggtgaggtggccgcggCTTAA^GTGTGACGTAGTTGG…AGTCTTTGATGGACTTCCTAG^Gtcactcgttcccgctcctcga-5’ 

 

 

 

5’-gccactccaccggcgccG      GATCCagtgagcaagggcgaggagct-3’ 
3’-cggtgaggtggccgcggCTTAA         Gtcactcgttcccgctcctcga-5’ 

LMNA exon 1 
5’-aattcggTCACCCGGCTGCAGGAGAAGgaggacctgcaggagctcAATGATCGCTTGGCGGTCTAcg-3’ 

        3’-gccAGTGGGCCGACGTCCTCTTCctcctggacgtcctcgagTTACTAGCGAACCGCCAGATgcctag-5’ 
 

ZMPSTE exon 1 
5’-aattcTCGGGGCCGTGCTGCTCTTTtcctggacagtgtatcttTGGGAGACCTTCCTAGCACAg-3’ 

        3’-gAGCCCCGGCACGACGAGAAAaggacctgtcacatagaaACCCTCTGGAAGGATCGTGTcctag-5’ 
 

ZMPSTE exon 2 
5’-aattcgTCTCGACTCTATCAACTGGAtaaaagcactttcagctTCTGGTCAGGACTCTATTCAg-3’ 

        3’-gcAGAGCTGAGATAGTTGACCTattttcgtgaaagtcgaAGACCAGTCCTGAGATAAGTcctag-5’ 
 

                                                                             
 

C 

A 

B 

BamHI herkenningssequentie 

Einde RFP sequentie 

EcoRI herkenningssequentie 

Te verwijderen tussenstuk Begin EGFP sequentie 

De tussenstukken werden in de surrogaat vector gebracht met behulp van restrictie en ligatie. Een deel 

van de sequentie van de surrogaat reporter is te zien in Figuur 20a met een ongewenst tussenstuk dat 

via restrictie werd verwijderd. Dit werd gedaan op 100 ng vector met 2 µl Tango buffer, 0.5 µl EcoRI 

(Thermo Scientific, ER0271) en 1 µl BamHI (Thermo Scientific, ER0051) aangevuld met water tot 

een totaal van 10 µl. De restrictie werd uitgevoerd bij 37 °C voor 1 uur en werd geïnactiveerd voor 

20 min bij 80 °C. Hierdoor werd de vector gelineariseerd zodat deze compatibele uiteindes met het 

gewenste tussenstuk bevat (Figuur 20b). Van dit product werd 5 µl samengevoegd met 1.675 ng van 

het gewenste tussenstuk (3-fold molar excess), 10 µl 2x T7 DNA ligase buffer, 1 µl T7 DNA ligase 

(New England Biolabs, M0318S) en aangevuld tot 20 µl met water. Na incubatie bij 

kamertemperatuur gedurende 90 min werden de vectoren getransformeerd in competente E. coli cellen 

(2.1.4). Bij het opgroeien van E. coli werd kanamycine (Duchefa, K0126) als antibioticum toegevoegd 

aangezien hiervoor een resistentiegen aanwezig is in de surrogaat reporter. De kolonie PCR werd 

uitgevoerd met een forward primer voor RFP (7.2.2, nummer 29) en de onderste oligonucleotide, 

gebruikt voor de constructie van het tussenstuk, als reverse primer. Door deze reverse primer te 

gebruiken kon er alleen een DNA fragment worden vermenigvuldigd als het overeenkomstige insert 

werkelijk aanwezig was in de vector. Correcte ligatie werd gecontroleerd door sequenering met primer 

RFP2 (7.2.2, nummer 30).  

Humane cellen werden getransfecteerd met een TALEN paar en de bijhorende surrogaat reporter 

(2.1.2). Als negatieve controle werd de transfectie gedaan met de surrogaat reporter en de twee 

backbone plasmiden die gebruikt werden voor het ontwikkelen van het TALEN paar, maar geen 

herkenningssequentie bevatte. Na 24 u werden de cellen gefixeerd en gevisualiseerd waarbij de 

signalen voor mRFP, eGFP en DAPI werden gegenereerd en gedetecteerd met de respectievelijke 

filter kubus TRITC, GFP en DAPI (Tabel 2).  

Figuur 20: (A) Een deel van de sequentie van de surrogaat reporter. Het rode deel is het einde van de sequentie die 

codeert voor mRFP. De gele delen zijn herkenningssequenties van respectievelijk EcoRI en BamHI, de knippositie 

wordt weergegeven met een hoedje (^). Tussen deze twee delen zit een tussenstuk dat moet worden uitgeknipt om het 

gewenste stuk in te brengen met de TALEN herkenningssequentie. Het groene deel is het begin van de sequentie 

coderend voor eGFP. (B) Dezelfde sequentie na restrictie met EcoRI en BamHI. (C) De ontwikkelde tussenstukken met 

de compatibele uiteindes in geel die complementair zijn met de opengeknipte vector uit (B) en de TALEN 

herkenningssequentie in lichtblauw. De nucleotiden zonder kleur zijn toegevoegd voor het vermijden van stopcodons en 

het behouden van hetzelfde frame. Er werden tussenstukken ontwikkeld voor LMNA exon 1 en ZMPSTE24 exon 1 en 2. 
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2.2.2 CRISPR/Cas9 

Voor de ontwikkeling van de CRISPR/Cas9 systemen werd gebruik gemaakt van het protocol 

beschreven door Ran et al. [93]. De CRISPR sequenties werden ontworpen met behulp van een 

CRISPR design tool ontwikkeld door het Zhang lab
18

. Er werden twee CRISPR/Cas9 systemen 

ontwikkeld voor het eerste exon van LMNA en voor ZMPSTE24 werd voor het eerste exon één 

systeem ontwikkeld net als voor het tweede exon. De gekozen sequenties zijn weergegeven in Figuur 

21. 

 

Figuur 21: Sequenties die worden herkend door de ontworpen CRISPR/Cas9 systemen met in het grijs de PAM 

sequentie, de knippositie als een verticale lijn en hun positie in de coderende sequentie van ZMPSTE24 (bijlage 7.3).  

Voor het construeren van de CRISPR/Cas9 systemen moest de DNA sequentie, resulterend in het 

crRNA, worden geligeerd in de juiste vector. Hiervoor werd een DNA insert, gegenereerd uit twee 

oligonucleotiden, geligeerd in de gewenste vector. Dit werd uitgevoerd zoals beschreven in het 

protocol [93] waarbij elke sequentie werd geligeerd in twee verschillende vectoren. Beide vectoren 

bevatten dezelfde noodzakelijke elementen: een promotor voor het crRNA, een promotor voor het 

Cas9 eiwit en een NLS voor translocatie tot in de kern. De eerste vector bevatte hiernaast een extra 

sequentie voor eGFP expressie (Addgene, 48138) en de tweede een puromycine resistentiegen 

(Addgene, 48139). De expressie van eGFP geeft een visuele indicatie van de transfectie efficiëntie en 

laat de aanrijking van getransfecteerde cellen toe met behulp van FACS. Het puromycine 

resistentiegen laat eveneens aanrijking toe door de cellen op te groeien in medium met 3 µg/ml 

puromycine
19

 (Sigma-Aldrich, P9620) waardoor enkel de getransfecteerde cellen overblijven. 

                                                           
18

 http://crispr.mit.edu/ 
19

 Deze concentratie kan verschillen tussen celtypes. 3 µg/µl was de optimale concentratie voor HEK 293T 

cellen. 
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Figuur 22: De algemene structuur van een CRISPR/Cas9 plasmide. De U6 promotor staat in voor de expressie van het 

gids RNA waarvan het specifieke crRNA in de vector kan worden geligeerd na BbsI restrictie. Na de tweede BbsI 

herkenningssequentie zit de rest van het guide RNA met het tracrRNA. Na een tweede promotor, CBh promotor, zit 

een flag voor expressiecontrole van het Cas9 eiwit met behulp van antilichamen. Een NLS wordt gevolgd door het 

Cas9 eiwit uit S. pyogenes (SpCas9). Een 2A linker zorgt voor de connectie van het Cas9 eiwit met de puromycine 

resistentie of een GFP eiwit. Hierna is eveneens een NLS aanwezig en een polyadenylatie signaal van het bovine 

growth hormone (bGH).
20

 

Het plasmide, met daarin de gewenste herkenningssequentie, werd getransformeerd in E. coli en een 

kolonie PCR werd uitgevoerd om de aanwezigheid van het plasmide te controleren. Hiervoor werd een 

forward primer voor de U6 promotor (7.2.2 nummer 31) gebruikt en als reverse primer de onderste 

oligonucleotide van het insert (een analoog principe als bij de surrogaat reporter). Juiste ligatie werd 

verzekerd door sequenering met de U6 primer. De CRISPR/Cas9 systemen werden gecontroleerd met 

behulp van HRM-analyse (2.2.1.3.2), sequenering (2.1.5) en immunokleuring (2.1.7).  

Bij het gebruik van het plasmide met de puromycine resistentie werd 24 u na transfectie van HEK 

293T cellen het gewone medium vervangen door medium met 3 µg/ml puromycine. Hierna volgde een 

incubatie van 72 u waarna, voor HRM-analyse en sequenering, het DNA van de cellen werd 

geëxtraheerd met behulp van de DNeasy DNA extractie methode. Als negatieve controle werd het 

plasmide gebruikt waarvan werd vertrokken zonder een toegevoegd insert (Figuur 22). Voor 

sequenering werd telkens het exon, waarop het CRISPR/Cas9 systeem inwerkt, vermenigvuldigd met 

PCR en opgestuurd voor sequenering met de forward primer (2.1.5).  

Voor de immunokleuring werden twee primaire antilichamen gebruikt. Een eerste voor de herkenning 

van lamine A en C (Lamin A/C mouse, 1/200, Cell Signaling-4777S) en een tweede specifiek voor 

prelamine A (Lamin A (C-20) goat, 1/150, Santa Cruz-sc6214). De gebruikte secundaire antilichamen 

waren Donkey Anti-mouse Fab (Dylight 488 green, 1/300, Jackson-715486150) en Donkey Anti-goat 

Fab (Dylight 649 deep red, 1/300, Jackson-705496147). Deze werden gevisualiseerd met 

respectievelijk de instellingen voor GFP en CY5 visualisatie (Tabel 2). Hierbij verwacht men dat bij 

cellen, behandeld met een CRIPR/Cas9 construct tegen LMNA, geen binding meer kan plaatsvinden 

van het antilichaam tegen lamine A en C. Bij het gebruik van een construct tegen ZMPSTE24 

verwacht men, door de uitschakeling van dit gen, de vorming van prelamine A waartegen het 

respectievelijke antilichaam kan binden. De immunokleuring werd uitgevoerd op cellen aangerijkt met 

puromycine, na de behandeling met het tweede construct tegen LMNA en het construct tegen 

ZMPSTE exon 2.  

 

                                                           
20

 De U6 promotor is een RNA polymerase III promotor. De CBh promotor is een CBA (chicken beta actine) 

hybrid intron promotor [146]. De 2A linker is afkomstig van het foot-and-mouth disease virus 2A of een variant 

van deze sequentie [147]. 
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3 Resultaten 

3.1 Genomische sequenties 

Om het voorkomen van SNPs in het DNA van de cellen in vergelijking met de referentiesequenties na 

te gaan werden deze gesequeneerd. De bepaalde sequenties van de eerste exonen voor LMNA en 

ZMPSTE24 bleken voor beide genen hetzelfde te zijn voor de HEK 293T en NHDF cellen alsook voor 

de referentie sequenties op NCBI (2.2.1.1). Als voorbeeld zit het alignment van het eerste exon van 

ZMPSTE24 voor HEK 293T, NHDF en de referentiesequentie in bijlage 7.2.2. Naast de alignmentdata 

werd ook gekeken naar de ruwe sequentiedata (Figuur 23), om te controleren of eventuele 

sequeneringsfouten waren opgetreden.  

Aangezien HGPS DNA werd gebruikt als controle in het T7 assay en de HRM-analyse werd de 

omgeving van de mutatiepositie (c.1824C>T) gesequeneerd. In exon 11 van de HGPS cellen was de 

verwachte heterozygote mutatie te zien wanneer men kijkt naar de sequeneringsdata. Hier zijn twee 

pieken te zien op de positie waar de heterozygote mutatie zich bevindt, de blauwe piek voor het 

cytosine op het ongewijzigde allel en de rode piek voor het thymine op het gemuteerde allel. 

 

Figuur 23: Sequeneringsdata van exon 11 uit NHDF cellen met HGPS ter hoogte van de mutatiepositie (c.1824C>T) 

die te zien is als twee pieken op dezelfde positie. De blauwe piek stelt het signaal voor van de aanwezige cystosine, de 

rode piek toont de thymine aanwezig bij de mutatie.  

3.2 TALEN ontwikkeling 

De TALEN vectoren werden ontwikkeld zoals beschreven in Sanjana et al. (2.2.1) [92]. Op 

verschillende momenten in het protocol waren controles mogelijk met behulp van gelelektroforese. Er 

werd enkel verder gewerkt met deze constructen die de gewenste resultaten vertoonden. De 

constructen die het einde van de rit haalden zijn het eerste construct tegen LMNA exon 1, het tweede 

construct tegen ZMPSTE24 exon 1 en het construct tegen ZMPSTE24 exon 2 (Figuur 14). 

3.2.1 Monomeer bibliotheek  

De lengte van de monomeren in de bibliotheek werd gecontroleerd door gelelektroforese. Voor de 

monomeren met posities 1, 6, 7, 12, 13 en 18 in het uitendelijke TALEN, waren de gewenste bandjes 

170 bp in lengte, voor de andere posities was 150 bp de voorspelde lengte. Een voorbeeld van de 

eerste 6 posities wordt gegeven in Figuur 24a. 
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3.2.2 Hexameren 

Na de eerste Golden Gate reactie werden de gevormde hexameren vermenigvuldigd met PCR en 

gecontroleerd met behulp van gelelektroforese. Hierbij werden bandjes verwacht van 700 bp (Figuur 

24, één monomeer = 34 AZ = 102 bp, één hexameer = 612 + de lengte van de primers). Naast controle 

is deze gelelektroforese ook een zuiveringstechniek om het DNA fragment met juiste lengte te 

extraheren.  

3.2.3 Kolonie PCR 

Nadat het volledig TALEN was gemaakt en getransformeerd naar E. coli, werd een kolonie PCR 

uitgevoerd op de gevormde kolonies. Hierbij werd gecontroleerd of de drie hexameren effectief in het 

plasmide waren ingebouwd. De gebruikte primers binden net voor de eerste monomeer en net achter 

de laatste halve monomeer. Na amplificatie moet dit leiden tot een fragment van 2175 bp wat 

bevestigd werd via gelelektroforese (Figuur 24c). 

 

Figuur 24 : Resultaat na gelelektroforese (A) DNA fragmenten van de monomeer bibliotheek waarbij het eerste en 

zesde fragment een lengte hebben van 170 bp en de rest een lengte van 150 bp (B) De gevormde hexameren na PCR 

met een fragment van 700 bp. (C) De kolonie PCR toont een fragment van 2175 bp (D) DNA ladder gebruikt in de 

eerder vermelde figuurdelen, de aanduidingen geven de lengte van de DNA fragmenten in bp. 

3.3 TALEN controle 

3.3.1 Sequeneringsresultaten 

De kolonies die een DNA fragment met de correcte lengte toonden, werden opgestuurd voor 

sequenering (2.1.5). De resultaten werden vergeleken met sequenties bekomen via de TALeffector 

tool
21

, waarbij voor een gegeven nucleotide doelsequentie (20 nucleotiden) de juiste TALEN sequentie 

(102 nucleotiden per herkende nucleotide) wordt gegeven. De nulpositie van de referentiesequentie 

kwam overeen met positie 2113 van de vector sequentie op Addgene
22

. 

De sequeneringsresultaten toonden vaak onverwachte SNPs er ontbraken zelfs stukken DNA. 

Hierdoor moesten meerdere kolonies getest worden vooraleer een correct construct bekomen werd 

(Tabel 7). Uiteindelijk werden drie TALEN paren bekomen: een volledig foutloos TALEN paar tegen 

exon 1 van LMNA, een TALEN paar tegen exon 1 van ZMPSTE24 waarvan de forward TALEN 

foutloos is en de reverse twee SNPs heeft, en een TALEN paar tegen exon 2 van ZMPSTE24 waarbij 

                                                           
21

 http://taleffectors.genome-engineering.org/tools/ 
22

 http://www.addgene.org/browse/sequence/37604/ 
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twee forward TALENs met elk één SNP gecombineerd werden met één reverse TALEN die twee 

SNPs bevat. Hoewel de SNPs steeds zorgen voor een AZ verandering, zijn ze niet gelegen in de RVD 

sequentie die zorgt voor specifieke herkenning van het DNA. In Tabel 7 wordt de positie van de SNPs, 

weergegeven ten opzichte van de referentie samen met de AZ substitutie die het gevolg was van de 

mutatie. 

Tabel 7: Informatie over de TALEN paren die verder werden getest. Het aantal fouten, indien aanwezig, de positie en 

de resulterende AZ substitutie worden weergegeven. De laatste kolom vermeldt het aantal kolonies getest tot dit 

TALEN werd bekomen.  

Naam Aantal fouten Positie Gewenste AZ Aanwezig AZ Aantal kolonies  

LMNA ex1 F 0    10 

LMNA ex1 R 0    5 

ZMPSTE ex 1 F 0    5 

ZMPSTE ex 1 R 2 660 glutamine histidine 13 

 2100 glutamine lysine  

ZMPSTE ex2 Fa 1 2068 glutamine glycine 1 

ZMPSTE ex2 Fb 1 847 glutamine lysine 1 

ZMPSTE ex2 R 2 1451 threonine serine  

 1659 glutaminezuur glycine 2 

3.3.2 Transfectie efficiëntie  

Om de TALEN paren te controleren werden de forward en reverse TALEN samen in HEK 293T 

cellen getransfecteerd (cotransfectie). Deze cellen zijn gekend voor een goede transfectie efficiëntie en 

zijn dus ideaal om de TALEN vectoren te testen [128] [106] [129]. Om de cotransfectie efficiëntie na 

te gaan werd gebruik gemaakt van twee plasmiden die coderen voor twee verschillende 

histonproteïnen gekoppeld aan een fluorescent proteïne, H2B-GFP en H2A-mCherry. Om alle cellen 

te visualiseren werd gebruik gemaakt van een DAPI-kleuring, de fluorescentie van de twee 

histoneiwitten werden gevisualiseerd met respectievelijk de instellingen voor GFP en TRITC 

visualisatie (Tabel 2). In  

Figuur 25a is te zien dat bijna alle cellen die getransfecteerd werden met H2B-GFP ook 

getransfecteerd waren met H2A-mCherry. Er waren verschillende cellen die enkel getransfecteerd 

waren met H2B-GFP en een laag aantal cellen die enkel met H2A-mCherry waren getransfecteerd ( 

Figuur 25b). De transfectie met de individuele constructen bevestigde dat het hier niet om bleed-

through
23

 van de kanalen ging maar daadwerkelijk om dubbeltransfectanten. Er werden vier 

herhalingen uitgevoerd waarvan de cellen manueel werden geteld. Hieruit werd een gemiddelde 

cotransfectie efficiënte bekomen van 34%.  

  

                                                           
23

 Bij bleed-through ontstaat wanneer het emissiespectrum van de ene fluorofoor overlapt met dit van een tweede 

fluorofoor en zo ook wordt gedetecteerd in het kanaal specifiek voor de laatste fluorofoor. 
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Figuur 25: Resultaat van de transfectie efficiëntie test. In blauw wordt de DAPI kleuring weergegeven, in groen de 

cellen getransfecteerd met H2B-GFP en in rood de cellen getransfecteerd met H2A-mCherry. De laatste kolom geeft 

het samengevoegde beeld van de twee vorige waarbij gele cellen een cotransfectie hebben ondergaan (A) Een 

algemeen beeld van de transfectie efficiëntie (B) Weergave van een cel die niet werd getransfecteerd door H2B-GFP 

maar wel door H2A-mCherry (witte pijl) en andersom (geel). 

3.3.3 T7 endonuclease 

Om het T7 endonuclease assay te valideren werd DNA van HGPS cellen onderworpen aan twee 

verschillende protocols (2.2.1.3.1). Geen van beide protocols (Figuur 26a, b) resulteerde echter in de 

verwachte twee kleinere DNA fragmenten van 304 en 428 bp (Figuur 26c) waardoor niet verder werd 

gegaan met deze methode.  

 

Figuur 26: Resultaten van de T7 endonuclease assay (A) volgens protocol 1 en (B) volgens protocol 2. (A1) PCR 

product voor heteroduplexvorming (A2) Product na heteroduplex vorming (A3) Product na heteroduplex vorming en 

T7 endonuclease behandeling. (B1) Product na heteroduplexvorming en T7 endonuclease behandeling vertrekkende 

van 200 ng PCR product (B2) Analoog maar met 300 ng PCR product (B3) Product (200ng) na heteroduplexvorming 

(B4) Analoog voor 300 ng PCR product (C) Verwachte resultaat na de T7 behandeling met het oorspronkelijke 

fragment bij 731 bp en de twee gevormde fragmenten van 428 en 303 bp. 

3.3.4 HRM-analyse 

DNA van HEK 293T cellen getransfecteerd met de TALEN vectoren werd na 24 u geëxtraheerd en 

geanalyseerd met behulp van een HRM-analyse. Hierbij werden met TALEN behandelde cellen 

vergeleken met onbehandelde cellen blootgesteld aan dezelfde condities. Als positieve controle werd 

exon 11 van NHDF cellen met de HGPS mutatie
24

 vergeleken met normale NHDF cellen. De analyse 

werd uitgevoerd zoals beschreven in de handleiding van Rotor gene Q. De belangrijkste stappen 

                                                           
24

 In dit exon zit de mutatie van HGPS. 
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hierbij zijn het controleren of alle stalen werden vermenigvuldigd tot eenzelfde niveau en verwijderen 

van stalen die niet goed werden geamplificeerd (Figuur 27a). Ook werd gekeken of de smeltcurve 

maar één piek toonde wat één enkel gevormd product impliceert (Figuur 27b) en of de efficiënte van 

de amplificatie tussen de stalen boven 1.4 lag (Figuur 27c).  

 

Figuur 27: Een overzicht van de verschillende stappen voor de HRM-analyse toegepast op een sequentie van exon 11 

in NHDF (blauw) en HGPS (rood) cellen. (A) Algemeen resultaat na qPCR waarbij het aantal cycli wordt 

weergegeven op de x-as en het fluorescentie signaal op de y-as. Hierbij werden de twee onderste stalen uit de data 

verwijderd wegens onvoldoende vermenigvuldiging. (B) De smeltcurve van de verschillende stalen toont één 

duidelijke piek wat duidt op één PCR product. Op de x-as staat de temperatuur en op de y-as de eerste afgeleide van de 

fluorescentie naar de temperatuur. (C) De efficiëntie van de reactie wordt weergegeven op een schaal van 0 tot 2 

(amplification). Alle waarden boven 1.4 zijn in orde.  

De resultaten worden weergegeven met behulp van een verschilgrafiek (difference plot). Deze geeft 

het verschil in fluorescentie van de behandelde stalen weer ten opzichte van het gemiddelde van de 

geselecteerde referentiestalen, na normalisatie. De resultaten van de geamplificeerde exon 11 

sequentie van HGPS ten opzichte van deze van NHDF cellen zijn weergegeven in  

Figuur 28 en deze van de verschillende TALEN paren in Figuur 29. 

 

 

 

 

 

 

 

Figuur 28: HRM-analyse van HGPS (rood) en NHDF (blauw) DNA weergegeven als een verschil grafiek. 

Bij de cellen met HGPS mutatie is een duidelijk verschil te zien in vergelijking met de controle. Bij 

HRM-analyse van HEK 293T cellen die met TALEN vectoren werden getransfecteerd (Figuur 29) is 

het verschil met de controle veel minder prominent.  



42 

 

2.5 

0 

 

-2.5 
70 90 80 

 

V
er

sc
h

il
 i

n
 f

lu
o

re
sc

en
ti

e 
t.

o
.v

. 

st
an

d
aa

rd
 

90 85 80 75 70 
-10 

-5 

0 

 

5 

10 

Temperatuur (°C) 

LMNA 

Controle 

 

V
er

sc
h

il
 i

n
 f

lu
o

re
sc

en
ti

e 
t.

o
.v

. 

st
an

d
aa

rd
 

90 85 80 75 70 
-10 

-5 

0 

 

5 

10 

Temperatuur (°C) 

ZMPSTE exon 1 

Controle 

 

90 80 70 
-2.5 

2.5 

0 

 

 

V
er

sc
h

il
 i

n
 f

lu
o

re
sc

en
ti

e 
t.

o
.v

. 

st
an

d
aa

rd
 

90 85 80 75 70 
-10 

-5 

0 

 

5 

10 

Temperatuur (°C) 

 

90 80 70 
-2.5 

2.5 

0 

 

ZMPSTE exon 2a

Controle

 

V
er

sc
h

il
 i

n
 f

lu
o

re
sc

en
ti

e 
t.

o
.v

. 

st
an

d
aa

rd
 

90 85 80 75 70 
-10 

-5 

0 

 

5 

10 

Temperatuur (°C) 

ZMPSTE exon 2b 

Controle 

 

90 80 70 
-2.5 

2.5 

0 

 

A

B

C

D

Figuur 29: Resultaten van de HRM-analyse in HEK 293T cellen. Controles worden weergegeven in blauw en 

behandelde stalen in rood. Verschil grafiek ten opzichte van de controle van (A) LMNA exon 1 (B) ZMPSTE24 

exon 1 (C) ZMPSTE24 exon 2 met de eerste forward TALEN (D) ZMPSTE24 exon 2 met de tweede forward 

TALEN. In de rechter bovenhoek is steeds een kleinere grafiek met de schaal van de y-as tussen 2.5 en -2.5 te zien.  



43 
 

3.3.5 Surrogaat reporter 

De ligatie van het correct insert in de surrogaat reporter werd bevestigd met kolonie PCR (Figuur 30). 

Als controle werd de surrogaat reporter voor LMNA exon 1 vermenigvuldigd met het reverse 

oligonucleotide van ZMPSTE24 exon 2. Hierbij zou geen DNA fragment te zien mogen zijn 

aangezien het oligonucleotide specifiek is voor het ZMPSTE24 insert. Het lichte DNA fragment dat te 

zien is (Figuur 30, nummer 3), kan verklaard worden door de grote lengte van de oligonucleotide, wat 

niet ideaal is voor een primer en resulteert in aspecificiteit door de hoge smelttemperatuur. Er is echter 

duidelijk verschil te zien tussen de positieve DNA fragmenten komende van de surrogaat reporter met 

het ZMPSTE 24 insert en dit van het LMNA insert.  

 

Figuur 30: Resultaat van gelelektroforese na de kolonie PCR voor de surrogaat reporter van ZMPSTE24 exon 2. 

Fragmenten 1 en 2 tonen de correct geamplificeerde DNA fragmenten. Fragment 3 is PCR product komende van de 

surrogaat reporter voor LMNA exon 1 maar geamplificeerd met de reverse oligonucleotide van ZMPSTE24 exon 2.  

Voor het gebruik van de surrogaat reporter werd de correcte ligatie van het tussenstuk gecontroleerd 

via sequenering. De gesequeneerde vector voor LMNA exon 1 is te zien in Figuur 31 waar de 

sequentie wordt vergeleken met de referentiesequentie die de gewenste delen bevat. Hieruit bleek de 

ligatie succesvol te zijn vermits de sequenties overeenkomen. Gelijkaardige resultaten werden 

bekomen voor de andere twee ontwikkelde vectoren.  

 

Figuur 31: Een vergelijking van de referentiesequentie van de surrogaat reporter met de resultaten van de sequenering 

van de gemaakte surrogaat reporter voor exon 1 van LMNA. In de referentiesequentie is in rood het einde van de RFP 

sequentie aangeduid, in geel de herkenningssequenties van respectievelijk EcoRI en BamHI, lichtblauw gemarkeerd 

ziet men de sequentie herkend door het TALEN paar en de groene letters geven het begin aan van de eGFP sequentie. 

De hoofdletters, in het lichtblauwe deel, zijn de delen herkend door de forward en reverse TALEN. Het deel tussenin 

in kleine letters is de spacer. Sterretjes duiden op overeenkomende nucleotiden.  

De correcte plasmiden werden gebruikt voor transfectie in HEK 293T cellen samen met het TALEN 

paar (Figuur 31). Cellen getransfecteerd met de TALEN vectoren vertoonden een duidelijk groen 

signaal wat duidt op TALEN activiteit. In de negatieve controle is ook een zwak signaal te zien, wat 

kan verklaard worden door bleed-through van de sterke mRFP signalen in het GFP kanaal en 

autofluorescentie. Dit is echter verwaarloosbaar in vergelijking met het specifieke eGFP signaal.  

1 2 3

 
Referentie      5’-ggccgccactccaccggcgccgaattcggTCACCCGGCTGCAGGAGAAGgaggacctgca-3’  
LMNA exon1      3’-GGCCGCCACTCCACCGGCGCCGAATTCGGTCACCCGGCTGCAGGAGAAGGAGGACCTGCA-5’  
                   ************************************************************            
 
Referentie      5’-ggagctcAATGATCGCTTGGCGGTCTAcggatccagtgagcaagggcgaggagctgttca-3’  
LMNA exon 1     3’-GGAGCTCAATGATCGCTTGGCGGTCTACGGATCCAGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCA-5’  
                   ************************************************************                                  
 



44 

Van alle getransfecteerde (rode) cellen op deze beelden werd de verhouding van de intensiteit van het 

groene signaal ten opzichte van de intensiteit in het rode signaal bepaald. Van deze verhoudingen werd 

per beeld het gemiddelde en de standaardafwijking bepaald (Figuur 33). 
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Figuur 32: Resultaat van het experiment met de surrogaat reporter voor de TALEN 

constructen tegen (A) LMNA exon1 en de controle (B) ZMPSTE24 exon 1 en de 

controle (C) ZMPSTE24 exon 1 met de eerste forward, de tweede forward en de 

controle.  De kolommen vertonen respectievelijk DAPI, eGFP en mRFP.  

Figuur 33: De gemiddelde verhouding, met standaardafwijking, van het groene op het 

rode signaal per TALEN paar.  
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3.4 CRISPR/Cas9 systemen 

Net als bij de surrogaat reporter werd de ligatie van de herkenningssequentie in het CRISPR/Cas9 

plasmide gecontroleerd met kolonie PCR. In Figuur 34 zijn de eerste vijf DNA fragmenten van 

gemaakte CRISPR/Cas9 plasmiden vermenigvuldigd met de overeenkomstige oligonucleotiden. 

Reactie 6, 7 en 8 zijn het resultaat van controles waarbij een oligonucleotide werd gebruikt niet 

overeenkomstig met het ingevoegde insert. De afwezigheid van DNA fragmenten toont aan dat de 

oligonucleotiden zeer specifiek als primer werken en enkel DNA zullen vermenigvuldigen als het 

correcte insert aanwezig is.  

 

Figuur 34: Resultaat van de gelelektroforese na kolonie PCR bij de aanmaak van de CRISPR/Cas9 plasmiden. 1 tot en 

met 5 zijn het resultaat van PCR met de juiste oligonucleotide voor het juiste plasmide. In reactie 6 tot en met 8 werd 

een oligonucleotide overeenkomstig met een andere CRISPR/Cas9 herkenningssequentie gebruikt als negatieve 

controle.  

De CRISPR/Cas9 plasmiden die de juiste DNA fragmenten toonden bij de kolonie PCR werden 

opgestuurd voor sequenering. Hierbij waren alle opgestuurde producten correct voor zowel de vector 

met GFP sequentie als de vector met het puromycine resistentiegen. Er moesten dus geen nieuwe 

kolonies worden nagekeken, wat wel het geval was bij de TALENs.  

Om te controleren of de CRISPR/Cas9 systemen werkten werd een HRM-analyse uitgevoerd die op 

gelijkaardige wijze werd geanalyseerd als bij de TALEN controle (Figuur 35). Hierbij werd echter 

eerst een aanrijking gedaan van de getransfecteerde HEK 293T cellen met behulp van een puromycine 

behandeling. Bij alle stalen is een duidelijk verschil te zien ten opzichte van de controle hoewel het 

voor het construct tegen ZMPSTE24 exon 2 minder uitgesproken is. Er wordt eveneens, voor het 

tweede construct van LMNA, een niet aangerijkt staal gevisualiseerd. Hierbij is het verschil met de 

controle veel minder dan bij de cellen die een aanrijking hebben ondergaan.  

1      2     3     4     5     6    7     8
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Figuur 35: Resultaat van de HRM-analyse op HEK 293T cellen voor de CRISPR/Cas9 construct waarbij de controle 

stalen worden weergegeven in blauw en de behandelde stalen in het rood. (A) Het eerste construct tegen LMNA 

exon 1 (B) Het tweede construct tegen LMNA exon 1 waarbij het aangerijkte (rood) en niet aangerijkt (groen) staal 

wordt getoond (C) Het systeem voor exon twee van ZMPSTE24. 

De stalen gebruikt voor HRM-analyse werden ook gebruikt voor sequenering na het vermenigvuldigen 

van het gewenste exon met PCR. In de sequeneringsdata (Figuur 36) kan men zien dat na de 

knippositie het piekenpatroon in de behandelde stalen (onderste grafiek) onduidelijk wordt terwijl dit 

in de controle (bovenste grafiek) niet zo is.  
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Figuur 36: Data van gesequeneerde HEK 293T cellen die werden behandeld met CRISPR/Cas9 systemen, 

weergegeven in Bioedit. De bovenste grafiek toont de controle waarbij het DNA afkomstig is van cellen 

getransfecteerd met een leeg CRISPR/Cas9 plasmide. De onderste grafiek toont DNA afkomstig van cellen 

getransfecteerd met een CRISPR/Cas9 systeem (A) LMNA 1 (B) LMNA 2 (C) ZMPSTE24 2. Per CRISPR/Cas9 

systeem zijn de herkenningssequentie, knippositie en PAM sequentie weergegeven.  

Er werd ook een immunokleuring gedaan van lamine A/C in HEK 293T cellen, getransfecteerd met 

het tweede CRISPR/Cas9 construct tegen LMNA exon 1 en een tweede immunokleuring voor 

prelamine A in HEK 293T cellen getransfecteerd met het construct tegen ZMPSTE24 exon 2. Er werd 

A

B

C

PAMHerkenningssequentie Knippositie

PAM HerkenningssequentieKnippositie

PAM HerkenningssequentieKnippositie
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telkens gebruik gemaakt van het construct met de puromycine resistentiemerker gevolgd door een 

aanrijking van drie dagen. In de cellen getransfecteerd met het construct tegen ZMPSTE24 exon 2 was 

geen prelamine A te zien. In alle cellen getransfecteerd met het construct tegen LMNA was het lamine 

A signaal duidelijk verminderd ten opzichte van controlecellen, getransfecteerd met een leeg 

CRISPR/Cas9 construct (Figuur 37).  

 

 

 

  

Figuur 37:Resultaat van de immunokleuring tegen lamine A en C. De eerste twee kolommen tonen beelden van de 

controle met eerst het DAPI signaal en daarna het signaal bij GFP. De twee laatste kolommen geven cellen behandeld 

met het tweede CRISPR/Cas9 construct weer met eveneens het DAPI en het GFP signaal.  
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4 Discussie 

Aangezien laminopathieën zeldzame ziekten zijn, is patiëntenmateriaal schaars. Hierdoor kan de grote 

invloed van de genetische variabiliteit tussen de patiënten op de studieresultaten moeilijk gecorrigeerd 

worden. Om dit probleem op te lossen, kan men gebruik maken van modelsystemen. Hoewel er reeds 

goede modellen bestaan voor de nabootsing van laminopathieën met behulp van chemische 

behandelingen [130], genetische behandelingen [131] en dierenmodellen [132], kunnen nog betere 

modellen ontwikkeld worden voor bepaalde studiedoeleinden. Het ontwikkelen van stabiele 

modelcellijnen is een waardevolle aanvulling bij de reeds bestaande modellen. Een voorbeeld hiervan 

is een ontwikkeld isogeen celmodel voor de ziekte van Parkinson dat via ZFN werd geconstrueerd 

[133] en reeds wordt gebruikt in onderzoek naar deze ziekte [134]. In deze masterproef werd de 

grondslag gelegd voor het construeren van analoge celmodellen voor de studie van laminopathieën 

met de nieuwste genome editing technieken. Als eerste modelcellen werd een knock-out voor de 

betrokken genen, LMNA en ZMPSTE24 beoogd. Daarom werden genome editing constructen 

ontwikkeld waarvan de herkenningssequentie zich bevond in de eerste exonen van deze genen. Door 

indel vorming kan er immers een verschuiving van het reading frame optreden waarbij de kans op gen 

knock-out het grootste is wanneer deze frameshift in het begin van de sequentie plaatsvindt.  

Er werden twee verschillende genome editing technieken toegepast, gebaseerd op twee recent 

ontwikkelde protocols, de ontwikkeling van TALEN: Sanjana et al., januari 2012 [92] en het gebruik 

van CRISPR/Cas9 systemen: Ran et al. oktober 2013 [93].  

4.1 TALEN constructie 

Er werden acht verschillende TALEN paren in silico ontworpen waarbij rekening werd gehouden met 

het voorkomen van SNPs en de richtlijnen van Streubel et al. [122]. Indien mogelijk werd het gebruik 

van de backbone met de NN als RVD in de halve herhaling vermeden aangezien er nog geen backbone 

beschikbaar is met een RVD voor NH die in de rest van het TALEN wordt gebruikt ter vervanging van 

NN, wegens hogere specificiteit.  

Tijdens het ontwikkelen van een TALEN zijn er verschillende stappen waarbij problemen kunnen 

optreden. Het maken van de monomeer bibliotheek werd uitgevoerd met PCR waarvan het product 

moest worden opgezuiverd. Dit leidde tot lage DNA concentraties die niet nauwkeurig bepaald konden 

worden. Dit is echter wenselijk voor de efficiënte constructie van de TALEN hexameren. Door het 

gebruik van meer startmateriaal en een groter reactievolume konden betere concentraties bekomen 

worden. Wanneer een correcte monomeer bibliotheek verkregen was, was de hexameer constructie 

geen groot probleem. Aangezien evenwel enkel de lengte van de stukken kan worden gecontroleerd, 

en niet de sequentie, kon niet met zekerheid bepaald worden of de monomeer bibliotheek correct was. 

Door het voorkomen van aspecifieke bandjes na de hexameer PCR, is gelextractie van het DNA nodig 

wat opnieuw lage efficiëntie heeft en lage DNA concentraties opleverde. De aspecifieke DNA 

fragmenten waren het gevolg van de hoge repetitiviteit van de template. Een hexameer bestaat immers 

uit zes herhalingen met dezelfde sequentie behalve de zes specifieke nucleotiden die resulteren in de 

RVD. Deze repetitieve sequentie kan op verschillende plaatsen met zichzelf binden waardoor DNA 

fragmenten van verschillende lengtes gecreëerd kunnen worden. Ook de mogelijke aanwezigheid van 

monomeren, dimeren, trimeren, … in plaats van hexameren kan lagere bandjes geven. Hoewel dit 

normaal voorkomen wordt door de specifieke primers en een exonuclease behandeling.  

Ondanks deze obstakels lukte het om verschillende plasmiden met de juiste lengte te construeren en in 

E. coli te vermenigvuldigen. Bij sequenering bleek dat er vaak SNPs aanwezig waren in de sequentie 
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of zelfs delen van de sequentie verdwenen waren. Dit kan te wijten zijn aan homologe recombinatie en 

mutaties in E. coli waarbij delen van de sequentie verdwijnen of muteren. Opnieuw speelt de hoge 

repetitiviteit van de sequentie hier mogelijk een rol. Een andere mogelijkheid is dat, desondanks het 

gebruik van een polymerase dat specifiek ontworpen werd om fouten te beperken (1/777 000 bp, 

herculase II fusion DNA polymerase, Aligent genomics), toch fouten ingebouwd werden tijdens de 

vele PCR stappen. Daardoor bleek het nodig om verschillende bacteriële kolonies te onderzoeken om 

een juist TALEN construct te bekomen. Er werd gestart met de ontwikkeling van acht TALEN paren 

waarvan er uiteindelijk drie volledig geconstrueerd en getest werden voor LMNA exon 1, ZMPSTE24 

exon 1 en ZMPSTE24 exon 2. Bij dit laatste paar werden twee forward TALENs getest, gecombineerd 

met dezelfde reverse TALEN.  

4.2 CRISPR/Cas9 constructie 

Wegens tegenvallende resultaten en moeilijke constructie van de TALENs werd besloten om over te 

schakelen op het nieuwer en eenvoudiger CRIPSR/Cas9 systeem. In totaal werden er in silico vier 

CRISPR/Cas9 constructen ontworpen die werden geselecteerd op basis van hun specificiteit [119].  

Bij de in vitro aanmaak van deze constructen was geen PCR amplificatie nodig wat de kans op fouten 

sterk reduceerde. In tegenstelling tot de ingewikkelde TALEN constructie moest hier enkel een 

restrictie- en ligatiereactie worden uitgevoerd. Na transformatie bleken de gesequeneerde bacteriële 

kolonies allemaal de juiste sequentie te bezitten en werden geen SNPs waargenomen zoals bij de 

TALENs. Voor elk CRISPR/Cas9 construct dat werd ontworpen, werden twee varianten gemaakt in 

twee verschillende vectoren, één met een GFP merker en één met een puromycine resistentiegen. De 

constructie van de CRISPR/Cas9 systemen was dus eenvoudiger, sneller en minder vatbaar voor 

fouten dan de TALEN constructie. De aspecificiteit van deze systemen is mogelijk wel hoger [118].  

4.3 Controle systemen  

Naast het maken van de constructen werd een groot deel van deze masterproef besteed aan het 

uittesten en optimaliseren van controlesystemen voor de gemaakte constructen. De eerste techniek die 

werd uitgeprobeerd was het T7 endonuclease assay. Er werden geen extra DNA fragmenten 

waargenomen na T7 behandeling, enkel een tragere migratie van de fragmenten door de invloed van 

de enzymbuffer. Hierin zitten componenten die kunnen interfereren met het DNA waardoor het trager 

zal migreren. Hoewel dit in theorie een eenvoudige en nuttige test is, lukte het niet om deze toe te 

passen en werd er overgegaan naar andere technieken. 

Bij de HRM-analyse van het HGPS DNA was een duidelijk verschil met het gewone NHDF DNA te 

zien. Dit verschil kon niet waargenomen worden bij de HEK 293T cellen, behandeld met de 

verschillende TALEN constructen, waardoor het lijkt dat de TALEN paren niet werken. Alle HGPS 

cellen echter hebben de heterozygote HGPS-mutatie waardoor ± 50 % van het PCR product de mutatie 

bevat. Bij de cellen die werden behandeld met een TALEN paar is veel minder dan de helft van het 

product gewijzigd. Eerst en vooral werden niet alle behandelde cellen getransfecteerd en enkel in de 

cellen, getransfecteerd met zowel forward als reverse TALEN, werden mogelijk mutaties gegenereerd. 

Deze mutaties zijn bovendien verschillend want ze worden willekeurig gecreëerd door de 

herstelenzymen van de cel. Dit zou de afwezigheid van een duidelijk signaal uit de HRM-analyse 

kunnen verklaren.  

Bij de CRISPR/Cas9 systemen kan een duidelijk verschil worden waargenomen tussen de drie geteste, 

behandelde cellen en de controlecellen. Dit is het gevolg van de aanrijking, uitgevoerd voor de HRM-
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analyse, waardoor enkel cellen overblijven die effectief een construct bevatten. Het effect van deze 

aanrijking is duidelijk te zien wanneer niet aangerijkt DNA wordt onderworpen aan de HRM-analyse. 

Het CRISRP/Cas9 construct tegen ZMPSTE exon 2 heeft de minst uitgesproken, maar nog steeds 

duidelijke verandering. Hier moet bij vermeld worden dat de amplificatie voor de HRM-analyse niet 

optimaal was verlopen. Dit was waarschijnlijk veroorzaakt door de primers aangezien zowel controle 

als behandelde stalen een slechte vermenigvuldiging vertoonden.  

Men kan besluiten dat de HRM-analyse, na aanrijking van getransfecteerde cellen, een nuttige 

techniek is om op populatie niveau de werking van de constructen te controleren. Zonder deze 

aanrijking biedt de test geen uitsluitsel over het al dan niet werken van de constructen. Immers, door 

de lage (co)transfectie efficiëntie is minder dan de helft van de cellen, en dus van het onderzochte 

DNA, beïnvloed door de constructen. Ook de verschillende indels die worden gecreëerd, kunnen 

verschillende signalen genereren en zo elkaar uitmiddelen. Het is een snelle test die eenvoudig te 

herhalen valt aangezien maar kleine hoeveelheden DNA nodig zijn.  

Het gebruik van de surrogaat reporter vormt een derde techniek die, via fluorescentie, werkende 

constructen kan identificeren op individueel celniveau. Deze techniek werd enkel toegepast op de 

TALEN constructen en resulteerde in een groen signaal bij werkende TALEN paren. Hierbij kon men 

zien dat bij cellen, behandeld met de twee eerste TALEN paren, een duidelijke groene fluorescentie 

aanwezig was. Bij het derde paar tegen ZMPSTE24 exon 2 is een duidelijk signaal waarneembaar bij 

het gebruik van de eerste forward TALEN. Bij de tweede forward is het verschil met de controle 

minder uitgesproken. Dit kan te wijten zijn aan de sequentie fouten aanwezig in deze TALEN. De 

SNP voorkomend in de eerste forward zullen minder invloed hebben op de werking van het TALEN 

dan de SNP in de tweede forward. Hierbij kan men besluiten dat fouten in de sequentie niet steeds 

leiden tot een slechte werking van de TALEN maar afhankelijk van hun positie en AZ substitutie een 

andere invloed kunnen hebben.  

Bij de controles van ZMPSTE24, zowel exon 1 als 2, kon men zien dat het mRFP signaal veel sterker 

was hoewel dezelfde opnamesettings werden gebruikt. Dit kan mogelijk het gevolg zijn van 

signaalverlies bij de behandelde cellen. Een eerste verklaring is dat de TALEN paren de vector 

openknippen en dat een deel van de vectoren niet hersteld worden door de enzymen van de cel. 

Hierdoor wordt de vector onstabiel en kan deze worden afgebroken waardoor geen rood signaal wordt 

gegenereerd. Een tweede verklaring is dat een deel van de mRFP sequentie verdwijnt door het 

ontstaan van een deletie. In andere studies werden immers na TALEN behandeling deleties 

aangetroffen tot 173 bp wat de vorming van het mRFP eiwit zou kunnen verstoren [135] [136]. Een 

laatste verklaring is dat het TALEN paar kan knippen in de RFP sequentie en zo indels worden 

gevormd. Er zijn echter geen overeenkomstige delen tussen de TALENs en de sequentie van het 

mRFP wat deze laatste verklaring weinig waarschijnlijk maakt. Om het effect van het sterker mRFP 

signaal weg te werken werd per cel de ratio van de gemiddelde groene intensiteit tot de gemiddelde 

rode intensiteit genomen. Hieruit kan besloten worden dat het TALEN paar tegen ZMPSTE24 exon 1 

de beste werking vertoont. De visueel geobserveerde trend wordt hierbij bevestigd, meer herhalingen 

kunnen hierbij statistisch uitsluitsel geven.  

Er werd nog een extra controle gedaan door het TALEN paar tegen LMNA in cellen te transfecteren 

samen met de surrogaat reporter van ZMPSTE24 exon 2 (resultaten niet weergegeven). Hierbij was 

geen verschil te zien in groene fluorescentie ten opzichte van de controle wat bevestigt dat de 

duidelijke groene signalen, bij de behandelde stalen, specifiek gegenereerd worden door de TALEN 

paren.  
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Met de surrogaat reporter kan echter alleen aangetoond worden dat het construct in staat is plasmide 

DNA te knippen. Er werd reeds aangetoond dat TALEN paren die werken op de surrogaat reporter 

soms niet werken op genomisch DNA ten gevolge van methylaties. Bij demethylatie van het DNA 

werd wel een verandering van het DNA waargenomen [137]. Daarom moet dus nog een andere 

techniek worden toegepast om het knippen van genomisch DNA te bevestigen. De surrogaat reporter 

kan wel worden gebuikt als merker voor aanrijking van potentieel gemodificeerde cellen met behulp 

van FACS, waarbij enkel de groen fluorescente cellen worden geselecteerd. Zo worden de 

getransfecteerde cellen aangerijkt en kan een HRM-analyse of sequenering uitsluitsel bieden over de 

werking van de TALEN paren op genomisch DNA. Een ander nadeel van deze methode is dat 

driedubbele transfectie nodig is voor deze test. Er kunnen dus ook vals negatieve cellen zijn wanneer 

wel het TALEN paar, maar niet de surrogaat reporter in de cel aanwezig is. Bij de CRISPR/Cas9 

constructen is dit probleem minder aan de orde aangezien maar twee plasmiden (de surrogaat reporter 

en het construct zelf) getransfecteerd moeten worden. Een laatste beperking is dat indels van een 

veelvoud van drie nucleotiden geen verschuiving van het frame geven en dus vals negative resultaten 

zijn. De resolutie van deze techniek is wel hoger dan de HRM-analyse aangezien men erin slaagt het 

laag aantal positieve cellen te visualiseren.  

Voor het valideren van de CRISPR/Cas9 constructen werd ook sequenering uitgevoerd. Dit werd niet 

toegepast op de TALEN omdat de aanrijking van getransfecteerde cellen hier moeilijker was. Na 

sequenering van het genomisch DNA van de behandelde cellen ter hoogte van de doelsequentie kon 

men duidelijk zien dat, na de knippositie van het CRISPR/Cas9 construct, meerdere pieken 

verschijnen in de sequeneringsdata. Dit mengsel aan signalen wordt veroorzaakt door de vorming van 

indels die resulteren in een verschuiving van het reading frame en dus een combinatie van 

verschillende signalen produceren. Bij de controle loopt het reading frame gewoon door en blijven 

mooie pieken aanwezig. Dit toont aan dat de drie geteste CRISPR/Cas9 systemen in staat zijn een 

verandering aan te brengen in het genomisch DNA. Bij het CRISPR/Cas9 systeem van ZMPSTE24 

exon 2 lijkt de verandering minder uitgesproken. Dit kan te wijten zijn aan een lagere efficiëntie van 

dit construct wat ook naar voren kwam uit de HRM-analyse.  

Een laatste techniek die werd gebruikt voor de validatie van de CRISPR/Cas9 constructen was 

immunokleuring. Een verwachte vorming van prelamine A bij het construct tegen ZMPSTE24 exon 2 

kon niet worden aangetoond. Uit de HRM-analyse en sequeneringsdata was echter reeds gebleken dat 

dit construct minder efficiënt was dan deze voor LMNA wat de resultaten kan verklaren. Het tweede 

construct van LMNA toonde de verwachte verdwijning van lamine A en C. Dit construct is dus in 

staat om de vorming van lamine A en C tegen te gaan en kan worden gebruikt om een stabiele cellijn 

te construeren.  
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5 Algemeen besluit en toekomstperspectieven 

In deze masterproef werd beoogd om genome editing constructen te maken die in staat zijn een gen 

knock-out te creëren van het LMNA en ZMPSTE24 gen met behulp van TALEN en CRISPR/Cas9 

systemen. Van de acht TALEN paren die in silico werden ontworpen werden uiteindelijk drie paren 

correct gevormd en getest. Uit de surrogaat reporter test kan besloten worden dat alle gevormde 

TALEN paren ook effectief werken, wat in andere studies ook zo was [137] [138]. Verdere validatie 

van deze paren is echter nodig om te bevestigen dat ze in staat zijn ook genomische veranderingen aan 

te brengen. Bij de CRISPR/Cas9 constructen slaagden de drie geteste systemen erin om veranderingen 

in het genomisch DNA te bewerkstelligen. Er werd reeds inhibitie van lamine A en C vorming in 

cellen bekomen met behulp van één van de CRISPR/Cas9 systemen. 

Tijdens dit onderzoek bleek dat de aanmaak en validatie van de CRISPR/Cas9 constructen 

eenvoudiger was dan voor de TALEN constructen. Hierbij moet wel de kantteking gemaakt worden 

dat het gebruikte CRISPR/Cas9 model slechts één herkenningssequentie gebruikt, wat de specifiteit 

mogelijks verlaagt. Een meer gesofisticeerd nickase systeem [117] kan dit probleem verhelpen maar is 

op zijn beurt wellicht minder efficiënt. De optimalisatie vormt zo een evenwichtsoefening tussen 

efficiëntie en specificiteit. 

Om de werking van genome editing constructen te verifiëren zijn verschillende complementaire 

validatie technieken noodzakelijk. HRM-analyse is hierbij een zeer betrouwbare methode, maar vraagt 

voldoende aanrijking van gemodificeerde cellen. Wanneer een aanrijking niet te bekomen is met 

antibioticum resitentie biedt de surrogaat reporter deze mogelijkheid. 

Nu de methoden voor ontwikkeling en het testen van de constructen gekend en getest zijn, is de 

volgende stap het creëren van zuivere, isogene modelcellijnen. Hierbij zullen de gewenste cellen 

worden getransfecteerd met het juiste construct waarbij, na scheiding, individuele cellen kunnen 

worden opgegroeid tot een cellijn. Het scheiden van deze cellen kan gebeuren met behulp van FACS. 

Bij TALEN constructen wordt hierbij gebruik gemaakt van de surrogaat reporter waarbij geselecteerd 

wordt op groene cellen. Voor de CRISPR/Cas9 constructen kan men gebruik maken van het construct 

met de GFP sequentie om getransfecteerde cellen te selecteren.  

Wanneer er genoeg cellen zijn, kan een deel gebruikt worden voor DNA extractie en sequenering. Zo 

kunnen cellen die een mutatie bevatten geïdentificeerd worden en deze kunnen worden onderzocht 

voor de effectieve uitschakeling van de genen met bijvoorbeeld immunokleuringen of qPCR. Hierbij 

kan best ook nog een aspecificiteitsanalyse worden uitgevoerd door de delen in de genomische 

sequentie met de grootste affiniteit voor het construct (naast de doelsequentie) te controleren via 

sequenering.  

Deze techniek leent zich niet enkel tot het genereren van knock-out cellen, maar ook tot het creëren 

van cellen met ziekteverwekkende mutaties. Zo zal het mogelijk worden cellijnen te ontwikkelen met 

dezelfde mutatie als deze in HGPS (c.1824C>T). Door het ontwikkelen van een construct tegen exon 

11 ter hoogte van de mutatie en het voorzien van een homologe sequentie met de mutatie, wordt 

homologe recombinatie bevorderd zodat de mutatie kan worden ingebouwd. Dit kan dan na 

sequentiecontrole leiden tot een cellijn met de specifieke mutatie van HGPS. Deze cellijn kan 

vervolgens gebruikt worden om de mechanismen van deze ziekte verder te ontrafelen. Er wordt 

beoogd om zo een cellijn te maken in mesenchymale stamcellen, aangezien deze de voorloper zijn van 

veel weefsels die beïnvloed worden bij HGPS [139].  
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De modelcellen kunnen dan worden gebruikt in onder meer genexpressie studies. Hierbij kan met het 

expressiepatroon vergelijken tussen de modelcellen met de ingebrachte mutatie en de cellen gebruikt 

als basis voor de modelcellen. Zo is men zeker dat gedetecteerde verschillen in genexpressie te wijten 

zijn aan de mutatie. De genexpressie die zal worden uitgevoerd, beoogt het ontdekken van nieuwe 

biomerkers of therapeutische doelwitten.  

In de verre toekomst kunnen systemen zoals deze mogelijk gebruikt worden als geneesmiddel. 

Wanneer genome editing constructen bekomen kunnen worden die zeer specifiek zijn, kunnen deze 

mutaties, aanwezig in cellen, terug herstellen. Dit werd reeds toegepast in een cellijn van HGPS 

geïnduceerde pluripotente stamcellen (iPSC) met behulp van andenovirale vectoren [140]. Men kan zo 

stamcellen geïsoleerd uit een patiënt of iPSC uit het weefsel van de patiënt behandelen met het 

genome editing construct waarbij gerichte puntmutaties gecorrigeerd kunnen worden. Na selectie van 

gezonde varianten zouden deze genetisch gecorrigeerde pluripotente cellen gebruikt kunnen worden 

om beschadigde weefsels te vervangen of herstellen.  

Er zijn echter nog een hoop moeilijkheden verbonden met deze gecombineerde cel- en gentherapie. 

Eerst en vooral is ontwikkeling van stabiele iPSC en specifieke efficiënte genome editing technieken 

nodig. Een tweede obstakel is de beschikbaarheid van technieken voor celdifferentiatie tot de 

gewenste weefsels. Een laatste groot probleem is de transplantatie van de cellen in de patiënt waarbij 

ze zich op de gewenste plaats moeten innestelen [141]. Deze moeilijkheden kunnen overwonnen 

worden door verder onderzoek. In de toekomst zullen deze technieken zeker en vast een grote invloed 

hebben op de genezing van een waaier aan genetische aandoeningen.  
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7 Bijlagen 

7.1 Media voor Micro-organismen 

7.1.1 SOC-medium  

 2.00 g Trypton (Duchefa biochemie, T1332.0500) 

 0.5 g gistextract (Lab M, MC 1) 

 Oplossen in 97 ml ddH2O 

 1 ml NaCl 1 M (0.59 g NaCl in 10 ml ddH2O) 

 0.25 ml KCl 1 M (0.75 g KCl in 10 ml ddH2O) 

 Autoclaveren en laten afkoelen tot kamertemperatuur 

 1 ml gefiltersteriliseerde Mg
2+

-stockoplossing (20.33 g MgCl2.6H2O + 24.65 MgSO4.7H2O+ 

100 ml ddH2O, filtersteriliseren, kamertemperatuur) toevoegen in de flow 

 1 ml gefiltersterileseerde glucose-stockoplossing 2 M (36.0g glucose + 100 ml ddH2O, 

filtersteriliseren) toevoegen in de flow 

 Aanlengen tot 100 ml met ddH2O 

 Filtersterileseren (0.2 µm filter) 

 pH = 7 controleren 

 bewaren bij 4 °C 

7.1.2 LB-medium 

Voor 500 mL LB medium: 

 12.5 g voorgemengd LB-poeder (Duchefa biochemie, L1705.0500) 

 ddH2O tot 500 mL 

 autoclaveren (15 min – 121°C) 

 opslaan bij kamertemperatuur 

 Juiste antibioticum toevoegen net voor gebruik.  

7.1.3 LB-agar platen 

Voor 500 mL LB agar: 

 12.5 g voorgemengd LB-poeder (Duchefa biochemie, L1705.0500) 

 7.5 g agar poeder (Alfa Aesar, A10752) 

 ddH2O tot 500 mL 

 autoclaveren (15 min – 121°C) 

 Afkoelen tot 55°C 

 Juiste antibioticum toevoegen en platen gieten  
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7.2 PCR 

7.2.1 TAE-buffer 

50x TAE-buffer: 

 242g Tris base 

 57.1 ml azijnzuur 

 100 ml EDTA 0.5 M 

 Aanvullen met ddH2O tot 1l 

 pH aanpassen tot 8.5 met KOH 

Verdunnen in ddH2O voor 0.5x TAE-buffer 

7.2.2 Primers 

Nummer Naam Sequentie (5'-3') Smelttemperatuur ( °C) Productlengte (bp) 

1 GAPDH_F TGCACCACCAACTGCTTAGC 60 87 

2 GAPDH_R GGCATGGACTGTGGTCATGAG 60 87 

3 FOKI_F GGGCATTTCAAAGGCAACTA 60.1 108 

4 FOKI_R CATTTCTCCACCAATGAGCA 59.6 108 

5 LMNA ex1_F CTACACCAGCCAACCCAGAT 60 524 

6 LMNA ex1_R AACTCCTCACGCACTTTGCT 60 524 

7 LMNA ex2_F GGGAAAGAATGGGAGGAGAG 60 548 

8 LMNA ex2_R GGGAGGGCCTAGGTAGAAGA 60,3 548 

9 LMNA ex3_F CCATCATGCCTGGCTACTTT 60,1 516 

10 LMNA ex3_R TAACCTGGGAGCTGAGTGCT 60,1 516 

11 LMNA ex4+5_F AGCACTCAGCTCCCAGGTTA 64 687 

12 LMNA ex4+5_R ACTCTAGGCCCCTGGAGAGA 64,1 687 

13 LMNA ex11_F CTACAAGCTTGCTCCCGTTC 60 731 

14 LMNA ex11_R GGTGGGCTGTCTAGGACTCA 60,3 731 

15 ZMP ex1_F TGTTGATGCAACACAGCTCA 60 653 

16 ZMP ex1_R GATTGGGTCCCATGATAACG 60 653 

17 ZMP ex2_F TTCCTGCATCAGTCGTTTCA 60,4 786 

18 ZMP ex2_R GATCATTTGCGCCTAGGAAG 59,8 786 

19 ZMP ex3+4_F TGTCCTTTCTTTCTTTATACCATGC 59,9 897 

20 ZMP ex3+4_R CAGGACAAAAGCACAGAAGTTTT 59,8 897 

21 LHRM_ex1_F CAGCTCCACTCCGCTGTC 60.13 102 

22 LHRM_ex1_R CGCACACGGTCGATGTAG 58.32 102 

23 LHRM_ex11_F GACCCCGCTGAGTACAACC 60,5 138 

24 LHRM_ex11_R GACACTGGAGGCAGAAGAGC 60,1 138 

25 ZHRM_ex1_F TGGACGCTTTGTGGGAGAT 58.93 100 

26 ZHRM_ex1_R CGCTGTGCTAGGAAGGTCTC 60.18 100 

27 ZHRM_ex2_F ACCACCGGAGTTAGGACAGA 59,6 124 

28 ZHRM_ex2_R ACTCACAGTGCCTTCAGTCTC 57,1 124 

29 RFP1 CCCCGTAATGCAGAAGAAGA 60.2 350 

30 RFP2 CTGGACATCACCTCCCACAAC 62.8  

31 U6_F TTCCCATGATTCCTTCATATTTGC 63.2  261 

 

  



67 
 

7.3 Coderende sequenties 

> Coderende sequentie voor LMNA 

ATGGAGACCCCGTCCCAGCGGCGCGCCACCCGCAGCGGGGCGCAGGCCAGCTCCACTCCGCTGTC

GCCCACCCGCATCACCCGGCTGCAGGAGAAGGAGGACCTGCAGGAGCTCAATGATCGCTTGGCGG

TCTACATCGACCGTGTGCGCTCGCTGGAAACGGAGAACGCAGGGCTGCGCCTTCGCATCACCGAGT

CTGAAGAGGTGGTCAGCCGCGAGGTGTCCGGCATCAAGGCCGCCTACGAGGCCGAGCTCGGGGAT

GCCCGCAAGACCCTTGACTCAGTAGCCAAGGAGCGCGCCCGCCTGCAGCTGGAGCTGAGCAAAGT

GCGTGAGGAGTTTAAGGAGCTGAAAGCGCGCAATACCAAGAAGGAGGGTGACCTGATAGCTGCTC

AGGCTCGGCTGAAGGACCTGGAGGCTCTGCTGAACTCCAAGGAGGCCGCACTGAGCACTGCTCTCA

GTGAGAAGCGCACGCTGGAGGGCGAGCTGCATGATCTGCGGGGCCAGGTGGCCAAGCTTGAGGCA

GCCCTAGGTGAGGCCAAGAAGCAACTTCAGGATGAGATGCTGCGGCGGGTGGATGCTGAGAACAG

GCTGCAGACCATGAAGGAGGAACTGGACTTCCAGAAGAACATCTACAGTGAGGAGCTGCGTGAGA

CCAAGCGCCGTCATGAGACCCGACTGGTGGAGATTGACAATGGGAAGCAGCGTGAGTTTGAGAGC

CGGCTGGCGGATGCGCTGCAGGAACTGCGGGCCCAGCATGAGGACCAGGTGGAGCAGTATAAGAA

GGAGCTGGAGAAGACTTATTCTGCCAAGCTGGACAATGCCAGGCAGTCTGCTGAGAGGAACAGCA

ACCTGGTGGGGGCTGCCCACGAGGAGCTGCAGCAGTCGCGCATCCGCATCGACAGCCTCTCTGCCC

AGCTCAGCCAGCTCCAGAAGCAGCTGGCAGCCAAGGAGGCGAAGCTTCGAGACCTGGAGGACTCA

CTGGCCCGTGAGCGGGACACCAGCCGGCGGCTGCTGGCGGAAAAGGAGCGGGAGATGGCCGAGAT

GCGGGCAAGGATGCAGCAGCAGCTGGACGAGTACCAGGAGCTTCTGGACATCAAGCTGGCCCTGG

ACATGGAGATCCACGCCTACCGCAAGCTCTTGGAGGGCGAGGAGGAGAGGCTACGCCTGTCCCCC

AGCCCTACCTCGCAGCGCAGCCGTGGCCGTGCTTCCTCTCACTCATCCCAGACACAGGGTGGGGGC

AGCGTCACCAAAAAGCGCAAACTGGAGTCCACTGAGAGCCGCAGCAGCTTCTCACAGCACGCACG

CACTAGCGGGCGCGTGGCCGTGGAGGAGGTGGATGAGGAGGGCAAGTTTGTCCGGCTGCGCAACA

AGTCCAATGAGGACCAGTCCATGGGCAATTGGCAGATCAAGCGCCAGAATGGAGATGATCCCTTG

CTGACTTACCGGTTCCCACCAAAGTTCACCCTGAAGGCTGGGCAGGTGGTGACGATCTGGGCTGCA

GGAGCTGGGGCCACCCACAGCCCCCCTACCGACCTGGTGTGGAAGGCACAGAACACCTGGGGCTG

CGGGAACAGCCTGCGTACGGCTCTCATCAACTCCACTGGGGAAGAAGTGGCCATGCGCAAGCTGG

TGCGCTCAGTGACTGTGGTTGAGGACGACGAGGATGAGGATGGAGATGACCTGCTCCATCACCACC

ACGGCTCCCACTGCAGCAGCTCGGGGGACCCCGCTGAGTACAACCTGCGCTCGCGCACCGTGCTGT

GCGGGACCTGCGGGCAGCCTGCCGACAAGGCATCTGCCAGCGGCTCAGGAGCCCAGGTGGGCGGA

CCCATCTCCTCTGGCTCTTCTGCCTCCAGTGTCACGGTCACTCGCAGCTACCGCAGTGTGGGGGGCA

GTGGGGGTGGCAGCTTCGGGGACAATCTGGTCACCCGCTCCTACCTCCTGGGCAACTCCAGCCCCC

GAACCCAGAGCCCCCAGAACTGCAGCATCATGTAA 

> Coderende sequentie voor ZMPSTE 24 

ATGGGGATGTGGGCATCGCTGGACGCTTTGTGGGAGATGCCGGCCGAGAAGCGTATCTTCGGGGCC

GTGCTGCTCTTTTCCTGGACAGTGTATCTTTGGGAGACCTTCCTAGCACAGCGGCAGAGAAGGATA

TATAAAACAACAACTCATGTACCACCGGAGTTAGGACAGATCATGGATTCTGAAACATTTGAGAAA

TCTCGACTCTATCAACTGGATAAAAGCACTTTCAGCTTCTGGTCAGGACTCTATTCAGAGACTGAA

GGCACTCTTATTCTTCTCTTTGGAGGAATACCTTATCTCTGGAGACTTTCTGGACGGTTCTGTGGTTA

TGCTGGCTTTGGACCAGAATATGAGATCACTCAGTCCCTGGTGTTTCTGCTGTTGGCTACACTTTTC

AGTGCATTGACTGGTTTGCCATGGAGTCTTTATAATACTTTTGTGATAGAAGAAAAACATGGCTTCA

ATCAACAGACTTTGGGGTTCTTCATGAAAGATGCAATCAAGAAATTTGTTGTGACTCAGTGTATTTT

GTTGCCTGTGTCTTCACTTCTACTTTACATTATTAAAATTGGGGGTGACTATTTTTTTATTTATGCCT

GGCTGTTCACATTAGTTGTGTCTCTGGTTCTTGTCACAATCTATGCTGATTATATTGCCCCTTTATTT

GACAAATTCACACCTCTGCCTGAGGGAAAGCTTAAAGAAGAAATTGAAGTAATGGCAAAGAGTAT

TGACTTTCCTTTGACGAAGGTGTATGTTGTGGAAG 
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7.4 Alingment ZMPSTE24 exon 1 

HEK_ex1_Z       --------------------------------------------------CGCCCTCTTT 10 
NHDF_ex1_Z      -------------------------------------------------CCGCCCTCTTT 11 
Referentie      TGTTGATGCAACACAGCTCAGCCGGGCCCGGAACTCGGCGTTTGGGTCCCCGCCCTCTTT 60 
                                                                  ********** 
HEK_ex1_Z       GGGCCGGAAGTGAGGAAGGTGGGGCTGGGGCTTTTCCTGTAGAAACTAGGAGGGACTAGG 70 
NHDF_ex1_Z      GGGCCGGAAGTGAGGAAGGTGGGGCTGGGGCTTTTCCTGTAGAAACTAGGAGGGACTAGG 71 
Referentie      GGGCCGGAAGTGAGGAAGGTGGGGCTGGGGCTTTTCCTGTAGAAACTAGGAGGGACTAGG 120 
                ************************************************************ 
HEK_ex1_Z       GAGAGTCTGCAAGGGGAAGAGTGTGTCTGTGACACTGCCAGCAGCGCGCAGAGGGAGGGA 130 
NHDF_ex1_Z      GAGAGTCTGCAAGGGGAAGAGTGTGTCTGTGACACTGCCAGCAGCGCGCAGAGGGAGGGA 131 
Referentie      GAGAGTCTGCAAGGGGAAGAGTGTGTCTGTGACACTGCCAGCAGCGCGCAGAGGGAGGGA 180 
                ************************************************************ 
HEK_ex1_Z       TGGGGGCGGGTATCGGCGTAGGGGCCCTCGGAAAGAACGGATATTGCTGTGACACCGCGG 190 
NHDF_ex1_Z      TGGGGGCGGGTATCGGCGTAGGGGCCCTCGGAAAGAACGGATATTGCTGTGACACCGCGG 191 
Referentie      TGGGGGCGGGTATCGGCGTAGGGGCCCTCGGAAAGAACGGATATTGCTGTGACACCGCGG 240 
                ************************************************************ 
HEK_ex1_Z       GGACGCTCTGAAGGGACGAGTGTCGGTGTGGCACCGGTGCACGCTGAAGGAGCCGGCGGA 250 
NHDF_ex1_Z      GGACGCTCTGAAGGGACGAGTGTCGGTGTGGCACCGGTGCACGCTGAAGGAGCCGGCGGA 251 
Referentie      GGACGCTCTGAAGGGACGAGTGTCGGTGTGGCACCGGTGCACGCTGAAGGAGCCGGCGGA 300 
                ************************************************************ 
HEK_ex1_Z       ACCGGGTGGCCATGGGGATGTGGGCATCGCTGGACGCTTTGTGGGAGATGCCGGCCGAGA 310 
NHDF_ex1_Z      ACCGGGTGGCCATGGGGATGTGGGCATCGCTGGACGCTTTGTGGGAGATGCCGGCCGAGA 311 
Referentie      ACCGGGTGGCCATGGGGATGTGGGCATCGCTGGACGCTTTGTGGGAGATGCCGGCCGAGA 360 
                ************************************************************ 
HEK_ex1_Z       AGCGTATCTTCGGGGCCGTGCTGCTCTTTTCCTGGACAGTGTATCTTTGGGAGACCTTCC 370 
NHDF_ex1_Z      AGCGTATCTTCGGGGCCGTGCTGCTCTTTTCCTGGACAGTGTATCTTTGGGAGACCTTCC 371 
Referentie      AGCGTATCTTCGGGGCCGTGCTGCTCTTTTCCTGGACAGTGTATCTTTGGGAGACCTTCC 420 
                ************************************************************ 
HEK_ex1_Z       TAGCACAGCGGCAGGTGAGCCTAGACAGGGTCCAACCTGACCCCCATACCCGGCCAGCCC 430 
NHDF_ex1_Z      TAGCACAGCGGCAGGTGAGCCTAGACAGGGTCCAACCTGACCCCCATACCCGGCCAGCCC 431 
Referentie      TAGCACAGCGGCAGGTGAGCCTAGACAGGGTCCAACCTGACCCCCATACCCGGCCAGCCC 480 
                ************************************************************ 
HEK_ex1_Z       TGGAGTAGCCTTGGCTTCGACCCTGAGACTCTTGATTGCTTCGGTCCCCGCGCCAGTCTC 490 
NHDF_ex1_Z      TGGAGTAGCCTTGGCTTCGACCCTGAGACTCTTGATTGCTTCGGTCCCCGCGCCAGTCTC 491 
Referentie      TGGAGTAGCCTTGGCTTCGACCCTGAGACTCTTGATTGCTTCGGTCCCCGCGCCAGTCTC 540 
                ************************************************************ 
HEK_ex1_Z       GTCTTTGTGGTCCCTGCTGAGTCTCGTAACTTGGCCCGATGGCGGACTGTGGCTTTGAGG 550 
NHDF_ex1_Z      GTCTTTGTGGTCCCTGCTGAGTCTCGTAACTTGGCCCGATGGCGGACTGTGGCTTTGAGG 551 
Referentie      GTCTTTGTGGTCCCTGCTGAGTCTCGTAACTTGGCCCGATGGCGGACTGTGGCTTTGAGG 600 
                ************************************************************ 
 
HEK_ex1_Z       AGGGTCTTGGTGCGTCAAGGAAGTTTTCTGTAACGTTATC------------- 590 
NHDF_ex1_Z      AGGGTCTTGGTGCGTCAAGGAAGTTTTCTGTAACGT----------------- 587 
Referentie      AGGGTCTTGGTGCGTCAAGGAAGTTTTCTGTAACGTTATCATGGGACCCAATC 653 
                ************************************                  
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7.5 TALEN ontwikkelingsprotocol [92] 

7.5.1 Monomeer bibliotheek amplificatie en normalisatie 

1. Primers maken: 10 µM  

Ex F1,F2,F3,R1,R2,R4 

Ln F2,F3,F4,F5,F6 

Ln R1,R2,R3,R4,R5 

2. Aanmaken monomeer bibliotheek:  

 A1-B6: monomeer template pNI_v2 

 C1-D6: monomeer template pNG_v2 

 E1-F6: monomeer template pHD_v2 

 G1-H6: monomeer template pNN_v2 

Voor 1 reacties:  

 1 µl dNTP 100 mM (25 mM elk) 

 20 µl Herculase II PCR buffer 5x 

 1 µl µl Herculase II fusion polymerase 

 75 µl Bidest 

 1 µl monomeer template plasmide (5 ng/µl) (elk afzonderlijk toevoegen 1 µl) 

 2 µl primermix (1 µl per primer 10 µM) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. PCR reactie 

 

Figuur 38: Voorstelling van plaat met alle monomeren. De primers die moeten worden 
toegevoegd worden weergegeven. 
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4. Gel elektroforese 

 4 µl van 18 wells van 1 monomeer + 1
e
 van andere monomeren op gel zetten om amplificatie 

te controleren.  

 2% (wt/vol) agarosegel in 1xTAE eletroforese buffer, 135 V voor 25 min 

5. Reacties zuiveren 

 Zuiveren met QIAquick PCR purification kit 

 30 min laten drogen bij 37 °C  

 50 µl Buffer EB toevoegen aan elke well 

6. Concentraties bepalen met Nanodrop 

9.Buffer EB toevoegen tot alle monomeren zelfde concentratie hebben 

 Monomeren 1, 6, 7, 12, 13,18 tot 25 ng/µl rest tot 20 ng/µl 

Pauzepunt: monomeren op -20 °C verschillende maanden houdbaar 

7.5.2 TALEN hiërarchische ligatie 

10. Select target sequenties. Opdelen in hexameren 

11. Hexameren maken: Golden Gate digestion-ligation 

 1 epje per hexameer: 1 µl monomeer dus in totaal 6 µl (6 basen per hexameer)  

12. Juiste monomeren toevoegen voor vorming hexameer.  

13. Reagentia toevoegen aan elke hexameer tube (maken voor 26 reacties, enzymen als laaste 

toevoegen) 

 0.75 µl Esp3I (BsmBI) 10 U/µl 

 1 µl Tango buffer 10x 

 1 µl DTT 10 mM (gevoelig aan lucht!: vers maken of uit -70 °C) 

 0.25 µl T7 ligase 3,000 U/µl 

 1 µl ATP 10 mM 

14.Elke hexameer tube in thermocycler voor ongeveer 3 uur  

 

Pauzepunt: kan overnacht laten lopen 

15.Gel elektroforese 

 Vorming van elke hexameer controleren met gel elektroforese :  

 3 µl per hexameer 

 1 µl ladder 

 2% agarosegel in 1x TBE buffer, 2x SYBR Safe dye, 15 V cm
-1

, tot 650 bp ladder  

 band gescheiden is van de rest. 
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16. Exonuclease behandeling: toevoegen aan elke hexameer 

 1 µl PlasmidSafe DNAse, 10 U/ µl 

 1 µl PlasmidSafe reaction buffer, 10x 

 1 µl ATP, 10mM 

 7 µl hexameer van stap 14 

17.Inucbeer hexameren 30 min bij 37 °C vervolgens inactiveren voor 30 min bij 70 °C 

Pauzepunt: Circulair DNA 1 week in diepvries stabiel 

18.Hexameer PCR mengsel (50 µl) (Maken voor 24,5 reacties) 

 0.5 µl dNTP, 100mM 

 10 µl Herculase II reactie buffer, 5x 

 1 µl Hex-F, Hex-R primers (Verdunnen van 100 µM naar 10 µM) 

 0.5 µl Herculase II fusion DNA polymerase 

 37 µl Bidest 

 1 µl hexameer van stap 17 

19. PCR  

 
20. Gel zuivering van geamplificeerde hexameren (700 bp) 

 40-50 µl van elk product laden op gel 

 2% agarosegel in 1x TBE buffer, 1x SYBR Safe dye, 15V cm
-1

, tot 650 bp ladder  

band gescheiden is van de rest. (30min 135V) 

 1µg van 1-kb ladder 

 Bandjes uitsnijden uit gel (Met scalpel onder UV) 

Persoonlijke bescherming dragen (gezichtsmasker) 

21.Gel bandjes zuiveren met MinElute gel extraction kit: voor en na wegen! 

 20 µl buffer EB voorverwarmd op 55 °C 

22. Nanodrop  

25.Pas concentratie van elke hexameer aan tot 20 ng/ µl met Buffer EB 

26.Golden Gate assembly of hexamers into TALE backbones 

 Hexameren samenvoegen in juiste TALE backbone (nuclease) 

 1 µl TALE backbone vector (100ng/ µl) 

 0.75 µl BsaI-HF 

 1 µl NEBuffer 4, 10x 

 1 µl BSA, 10x 

 1 µl ATP, 10mM 

 0.25 µl T7 ligase 

 2 µl Bidest 

 3 µl hexameer (1 µl elk) 
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Controle: 

 Alles hetzelfde maar 

 5 µl Bidest 

 Geen hexameren 

27. Thermocycler voor ongeveer 4 uur 

 

Pauzepunt: op -20 °C minstens een maand te bewaren 

28.Eventueel: gel elektroforese 

 5 µl ligatieproduct uit stap 27 

 1 µg 1-kb plus DNA ladder 

 2% agarosegel in 1x TBE buffer, 2x SYBR Safe dye, 15V cm
-1

, tot scheiding van 1650 en 

2000 van ladder. 

7.5.3 TALEN transformatie en sequentie verificatie 

29.Transformatie van ligatieproduct in competente E. coli DH5α 

 LB-platen gieten met juiste antibioticum (carbenicilline)  

 Vloeibaar LB medium maken  

 Cellen uit -80 °C: 1 epje = 100 µl. Op ijs en na ontdooien 50 µl overbrengen naar 

proper epje (ook al op ijs) 

 5 µl plasmide toevoegen per epje (in -20 °C) 

 5min incuberen op ijs 

 45s incuberen op 42 °C (in waterbad) 

 5min incuberen op ijs 

 Toevoegen aan 800 µl SOC medium (in tubjes) 

 1u incuberen bij 37 °C (in shaker) 

 180 µl uitplaten op LB-plaat (druppel op plaat, driehoek in ethanol en flamberen, 

afkoelen en uitsmeren) 

 Platen inpakken in parafilm en ondersteboven bij 37 °C zetten  

30. Controle bacteriële groei: plaat bekijken. 

31.8 kolonies per plaat afschrapen met gele tip, op andere gelabelde plaat streep zetten en rest in pcr 

epje met 100 µl water. Deze plaat (met strepen) inpakken en ondersteboven in warme kamer zetten. 

32. Denatureren van bacteriën in 100 µl water door 10min bij 94 °C in PCR machine te zetten.  
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32.Kolonie PCR mengsel 

 1 µl kolonie suspensie van stap 31 

 0.25 µl dNTP 100mM 

 2.5 µl Taq-B polymerase buffer, 10x 

 0.25 µl TALE-Seq-F1 en R1 

 0.1 µl Taq-B polymerase 

 20.9 µl Bidest 

33. Kolonie PCR 

 

34.Gel elektroforese 

 2% gel 

 10 µl PCR product  

 4 µl ladder 

 30min 135volt 

 Lengte bandje 2175 bp 

35. Gel Imagen 

36. Kolonie met juiste bandgrootte inoculeren in 3ml vloeibaar LB medium met 100 µg/l ampicilline 

(Carbenicelline). Overnacht laten groeien. 

35. Glycerol stock maken: 750 µl glycerol 50% + 750 µl bacterie oplossing. Opslaan bij -80 °C in 

bakje met glycerol stock 

37. Plasmide isoleren uit kolonies met QIAprep Spin miniprep kit. 

38. Tandem repeat regios sequeneren met sequencing primers 

 


