Usher syndroom

Het Usher syndroom is een zeldzame erfelijke aandoening (1:20.000) met drie verschillende
subtypes. Wij focussen vandaag op type 2a, waarbij kinderen doof of slechthorend worden
geboren. Over het algemeen kan het gehoor flink worden verbeterd door het dragen van een
gehoorapparaat. Vanaf ongeveer de puberteit worden patiénten nachtblind, maar het zicht
verslechtert naarmate de patiént ouder wordt; er is sprake van retinitis pigmentosa. Hiervoor
bestaat momenteel geen behandeling. Sommige patiénten hebben bovendien last van
evenwichtsproblemen. De belangrijkste oorzaak van de blindheid van het Usher syndroom zijn
genetische foutjes in het USH2A gen.

Opdracht 1
Zou jij liever blind of doof zijn? Leg uit waarom.

Opdracht 2
Aangezien het Usher syndroom een zeldzame ziekte is erft deze waarschijnlijk recessief/

dominant over.

Opdracht 3
Hoe kunnen beschadigde staafjes ervoor zorgen dat patiénten ’s nachts slecht kunnen zien?




CRISPR/Cas9

Opdracht 4
Waar staan de afkortingen CRISPR en Cas9 voor?

Opdracht 5
Wat betekent het dat het crRNA een sequentie bevat die complementair is aan een bepaald
virus?

Opdracht 6
Wat is de verbetering die wetenschappers Doudna en Charpentier hebben aangebracht in het
originele CRISPR/Cas9 systeem?

Opdracht 7

a. Koppel de termen aan het juiste cijfer: guide RNA, PAM-volgorde, dubbelstrengs DNA,
overeenkomende DNA-volgorde, Cas9
b. Waarom is de PAM-volgorde belangrijk?

Opdracht 8
Legin je eigen woorden kort uit hoe CRISPR/Cas9 werkt.



Model voor Usher syndroom type 2a in de zebravis

Om een therapie te vinden voor de blindheid in het Usher syndroom, maken wetenschappers
eerst een model voor deze ziekte in een modelorganisme. Er bestaan verschillende
modelorganismen, zoals de muis, rat, fruitvlieg en zebravis. Ook al is het misschien niet je
eerste logische gedachte, is het toch dit laatste modelorganisme wat wordt gekozen om een
model te maken van het Ushersyndroom.

Eerst gaan we checken of we de zebravis inderdaad als modelorganisme kunnen gebruiken,
door te controleren of deze over de juiste genetische informatie beschikt. Dit doen we met
behulp van de UCSC Genome Browser.

Kies linksboven voor de optie ‘Genomes’. Kies vervolgens voor de sort ‘Zebrafish’ en vul bij het
zoekveld gemarkeerd met de pijl in onderstaande afbeelding ‘USH2A’ in. Klik vervolgens op ‘GO".
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=] NCBI RefSeq genes, predicted subset (XM_* or XR_*):
o XM_009293147.3 - Chr17:29374654-29774092 —
3 Non-Zebrafish RefSeq Genes:
o USH2A - chr17:29376854-29771159 - (NM_001191425) usherin
o Ush2a - chr17:29376854-29735948 - (NM_021408) usherin precursor
o Ush2a - chr17:29376854-29735948 - (NM_001302219) usherin
o USH2A - chr17:29672234-29735939 - (NM_007123) usherin isoform A precursor
o USH2A - chr17:29376854-29735939 - (NM_206933) usherin isoform B precursor
3 Non-Zebrafish Aligned mRNA Search Results:
o KF278972 - KF278972 - KF278972 - Oryzias latipes usherin (ush2a) mRNA, partial cds.
o DQO073638 - DQO73638 - DQO73638 - Mus musculus usherin (Ush2A) mRNA, complete cds.
o AF055580 - AF055580 - AF055580 - Homo sapiens Usher syndrome type lla protein (USH2A) mRNA, complete cds.
o AY481573 - AY481573 - AY481573 - Homo sapiens Usher syndrome 2A isoform B (USH2A) mRNA, complete cds.
-] Ensembl Genes:
o ush2a - chr17:29376854-29771639 - (ENSDART00000086201.5)
o ush2a - chr17:29732153-29736019 - (ENSDART00000183483.1)

Opdracht 9
a. Heeftde zebravis een USH2A gen?


https://genome-euro.ucsc.edu/

b. Zoja, op welk chromosoom ligt dit gen?

Opdracht 10
a. Kunje nogeen organisme vinden met een USH2A gen? Zo ja, welke?
b. Op welk chromosoom ligt het gen bij dit organisme?



Eiwit-trunkerende mutatie van het USH2A gen

In exon 13 van het USH2A gen zit een deletie.
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Opdracht 11

Leg uit wat het algemene effect is van een mutatie waarbij een vroegtijd stopcodon ontstaat en
waarom?

Klik nu op de plek die rood omcirkeld staat in onderstaande afbeelding.
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RefSeq Gene ush2a

RefSeq: XM_009293147 3 Status: Model

Description: Usher syndrome 2A (autosomal recessive, mild)
Molecule type: mRNA

Source: Gnomon

Protein: XP_009291422.1

ZFIN: ZDB-GENE-060503-794

Entrez Gene: 568982

mRNA/Genomic Alignments (XM_009293147.3)
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View details of parts of alignment within browser window.

Position: chr17:29374654-29774092
Genomic Size: 399439

Strand: -

Gene Svmbol: ush2a

Opdracht 12

Je ziet nu de cDNA-volgorde van het Ush2a gen. cDNA is DNA dat door reverse-transcriptie uit

MRNA is verkregen. Dat betekent dat het RNA is gekopieerd naar een DNA-volgorde.



a. Watis cDNA?
Welk gedeelte van het RNA is niet aanwezig in cDNA?

Waarom denk je dat bepaalde gedeelte rood en andere gedeeltes blauw zijn? Leg uit met

behulp van de codontabel

Opdracht 13

Hetis bekend dat de meestvoorkomende mutatie in het USH2A gen in exon 13 zit. Op positie
132 van dit exon is een deletie van de base G. Klik links in het menu op ‘block13’. Je gaat dan

naar de volgorde van exon 13.

a. Markeer hieronder de gemuteerde base (tip: ieder blok bestaat uit 10 basen).

CAAATTCCTC
ACCCATGGGG
GAGTGCAAAG
TTTCTACAGT
TGAACGGATC
AAGTGCAAAC
ATACCACAGT
GTGATCTCAG
GGCCAATGCC
CTCTGCTCAC
AACCATGTTA
CCTGTAAGTG
TGGAACCTGT

b. Waarom begint deze volgorde niet met een start- en een stopcodon?

G
AATCACACCA
TTCTCTGCAC
CTGGTGTGCG
CAGAACAGCA
TGTTCCCGGT
CTCACACAGA
CTGGACCGCA
AGGCACTGTG
TGTGTAAAAA
ACCTACAACC
CTGTGACCAC
GTCAGTGTAT
AAACCAG

TCTAACCTGT
ATCCCGATGG
CAGTTCTGTA
GGGCCTCCTC
GTGGAGTCTG
ACCTCCTGTG
GGGCCGGCGG
GCAACTCTTT
AACGGCTCAG
CAATGTAGAA
TGAGTTCTGC
ATAGGCACTG
CTGCCTACCC

GACCGTTGTA
TTGCATTTCC
ATCCCTTCAC
TGTGACACTT
CCTGCCCTGC
ATGCTGTAAC
TGTGACGTGT
GGGCTGTTTG
GTGTGTGTGA
AGCCTAAGGT
CAACGCTACA
TGCCTGCAAC
ACACGCTACG

ACTATGGCTT
TGTGGCTGTG
TGGACAGTGT
GCATCCCTCA
AACTGCAGTC
AGGGCAGTGT
GTCGAGATGG
CCTTGTCAGT
CAAGACCACG
GCAATCGATG
CATGGATGTC
TGTGTGCGAC
GCCGGGACTG



Het ontwerpen van een sgRNA

Opdracht 14
Waarom maken de onderzoekers een model voor het Ushersyndroom in de zebravis?

Opdracht 15
Welke CRISPR/Cas reparatiemethode gebruik je voor het aanbrengen van de gewenste mutatie?
Zie de afbeelding hieronder voor een herhaling van de twee reparatie opties die bestaan.
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Open de website CRISPRscan. Kies in het menu bovenin voor de optie ‘Submit sequence’.
Kopieer de DNA-volgorde van exon 13 van het USH2A gen en plak het in de website. Zorg ervoor
dat de overige instellingen zoals hieronder staan en klik op ‘Get sgRNAs’.

By Gene Submit sequence Browser tracks Protocols Citing Help

CRISPRscan

Input a sequence AGATGTTACG... or in FASTA format

Zebrafish - Danio rerio v

4 mismatches ¥

Cas9 - NGG ¥ Invitro T7 promoter v Get sgRNAs



https://www.crisprscan.org/

Opdracht 16

Zoek de beste sgRNA door een sgRNA te kiezen wat zo dichtbij en nauwkeurig mogelijk de
locatie van de deletie knipt.

a. Welke guide RNA kies jij?
b. Watis de PAM-volgorde van de door jouw gekozen guide RNA?

We bestellen de net ontworpen guide RNA en een Cas9 eiwit. Nu gaan we het zebravis model
maken:

- Weinjecteren de guide RNA en het Cas9 eiwit als kant-en-klaar complex in bevruchte
eieren van de zebravis
- We kruisen de vissen totdat we homozygote mutanten krijgen

Opdracht 17

Waarom is het belangrijk dat we homozygoot mutante zebravissen hebben?

Opdracht 18
Als we heterozygoot mutante zebravissen hebben, hoeveel van de nakomelingen verwacht je
dan de homozygote mutatie te hebben?

Opdracht 19

Noem twee voor- en twee nadelen van het gebruik van CRISPR/Cas9. Denk ook aan
bijvoorbeeld ethische bezwaren.

Gefeliciteerd! Nu hebben we aan alles gedacht om een Functioneel zebravis model te krijgen
voor de recessieve mutatie in exon 13 van het Ush2a gen.

Zou je het evaluatieformulier willen invullen? Zo kunnen we het practicum in de toekomst nog
leuker maken en bovendien maak jij kans om een Radboud Hoodie te winnen!



https://forms.gle/vuFbT88a1yYFUkAQ7




