AUFZEICHNUNG FUR EINE GENTECHNISCHE ARBEIT NACH
GENTAUFZV

. Name und Anschrift des Betreibers

Freie Universitat Berlin — Das Prasidium — (Korperschaft des offentlichen Rechts)
Kaiserswerther Str. 16-18, 14195 Berlin

. Lage der gentechnischen Anlage

TakustralRe 6, 14195 Berlin

Nr. der Anlage: 92/14
Projektleiter (ggf. weitere PL) A
Dr. Katharina Achazi

Beauftragter fiir die Biologische Sicherheit #
Dr. Bernhard Loll

Ab Sicherheitsstufe 2: Bei Umgang mit humanpathogenen Organismen
Personen, die in der gentechnischen Anlage tatig sind A

7. Nr. der Arbeit: 9
8. Thema der Arbeit (bei weiteren S1-Arbeiten Beschreibung und Zielsetzung B)

12.

Untersuchung der Relevanz der Lokalisation spleillosomaler Proteine.

. Sicherheitsstufe S1 X s2 0 s30O s4 O
10.
1.

Datum des Bescheides oder der Eingangsbestatigung: 05.03.2014
Zeitpunkt des Beginns und Abschlusses der gentechnischen Arbeiten
Beginn: 01.06.2016 Abschluss:

Besondere Vorkommnisse A

A bei Platzmangel gesondertes Blatt verwenden
B bitte Anlage verwenden
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13. Angaben zu den gentechnisch veranderten Organismen (GVO) der Arbeit Nr.: 9 in der Anlage Nr.: 92/14
Abkurzungen bitte erldutern, ggf. Abkirzungsverzeichnis verwenden (Anlage)
Lfd. Spender Empfanger Vektor € tibertragene Nukleinsaure GVO
Nr.
Bezeichnung | RG P | Bezeichnu | RG | Bezeichnung | Bezeichnung | Gefahrdungspotential Bezeichnung RG | erzeugtoder | entsorgtam
ng vorhanden?E erhalten am
1 Homo sapiens 1 Hek293T 1 |pEYFP-p65- | RFP-FKBP- nein jad Hek293T- RFP-FKBP- 1 101.08.2016
(Prpf38a, FKBP), cells mDsRed PRPF38A N PRPF38A
Discosoma (RFP) weil: definiertes Gen
1
2 | Homo sapiens 1 |Hek293T 1 |pEYFP-p65- |RFP-FKBP- | ngin jaQd Hek293T- RFP-FKBP- 11 |01.08.2016
U2AF35, FKBP), U2AF35 ) .
(Discosoma (RFIg) cells mDsRed weil: definiertes Gen | V2AF39
1
3 ’]’_'03?]0 sapiens 1 Hek293T 1 | pSNAPf HP1-ECFP- nein jaQd Hek293T- HP1-ECFP- 1 101.08.2016
,(é\equi;rea victoria cells vector Snap weil: definiertes Gen | S"@P
(ECFP) 1
engineered
(Snap)
4 Homq sapiens 1 Hek293T 1 |pcDNA3.1- LaminA- nein jad Hek293T- LaminA-ECFP- 1 101.02.2019
(LaminA) cells ccdB- ECFP-Snap i definiertes G Snap
Aequorea victoria 3xFLAG-V5 well. definieries en
(ECFP) 1
engineered
(Snap)
5 HO”;gSSaPéi”BSP 1 Hek293T 1 FKBP- nein jaQd Hek293T-FKBP-Prpf38A 1 101.07.2018
I a, . - :
('oP_ zyogenes, ) cells Prpf38A weil: definiertes Gen | (Crispr)
(Cas9) 2
14. Inaktivierung des Abfalls durch: x Autoklavieren U anderes Verfahren:
15. Kenntnisnahme: FunktionF: Unterschrift: Datum:

C ggf. Vektorkarten beifiigen
P RG = Risikogruppe

E anzugeben ist ein Stichwort zur Begriindung, z.B.: Toxingen, Onkogen, uncharakterisiertes DNA-Fragment, definiertes Gen, cDNA, genomische DNA, Virusgenom,

replikationsdefekte infektiése Viren, o.a.
F Betreiber, Projektleiter oder eine von diesen beauftragte Person
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Anlage zu den Aufzeichnungen Arbeit Nr.: 9 Anlage Nr.: 92/14

Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen:

Abkurzung Erlauterung

RFP red fluorescent protein

ECFP Enhanced cyan fluorescent protein

Prpf38a Pre-mRNA-splicing factor 38a

FKBP Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP1A
U2AF35 Splicing factor U2AF 35 kDa subunit

HP1 Heterochromatin protein 1
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Anlage zu den Aufzeichnungen Arbeit Nr.: 9 Anlage Nr: 92/14

Beschreibung der weiteren Arbeiten der Sicherheitsstufe 1 einschlieBlich Zielsetzung
und Risikobewertung:

a) Allgemeine Beschreibung des Vorgehens

Untersuchung der Relevanz der Lokalisation spleillosomaler Proteine. Dazu wird die
Lokalisation der spleiliosomalen Proteine mittels Konfokalmikroskopie Uberpruft. Die
Auswirkung der Lokalisationsveranderung wird durch Splei3-Experimente ermittelt.

b) Konkretes Vorhaben

Die Lokalisation spleillosomaler Proteine wird entweder durch Fluoreszenzmarker oder durch
Antikorperfarbungen visualisiert und mittels Konfokalmikroskopie betrachtet. Ebenso wird die
Auswirkung der Lokalisationsveranderung mittels Mikroskopie betrachtet und zudem mittels
Spleil-Experimenten Uberpruft. Hierzu werden Hek293T-Zellen mit den Vektoren der
spleiRosomalen Gene (Prpf38a, U2AF35) transient transfiziert. Zudem wird FKBP-Prp38
nach der Integration ins Genom mittels Crispr Cas9 endogen exprimiert. Das Lamin A-
Konstrukt des Vektors pcDNA3.1-ccdB-3xFLAG-V5 wird stabil nach Integration ins Genom
exprimiert.

c) Zusammenfassung der Risikobewertung nach § 6 Abs. 1 GenTG
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