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Zusammenfassung

Die Stabile Integration des HI-Virus in die Chromosomen der Wirtszelle stellt im retroviralen
Lebenszyklus einen essenziellen Schritt dar. Alle bisherigen antiviralen Behandlungsstrategien richten
sich gegen virale Enzyme oder die Verhinderung des Eintritts in die Zelle. Hierdurch ist es jedoch
nicht moglich, HIV zu eradizieren. Es konnte gezeigt werden, dass mittels HIV-1 LTR-spezifischer
Rekombinase (Tre-Rekombinase) die provirale DNA effizient aus dem Genom infizierter Zellen
entfernt werden kann. Die Tre-Rekombinase ist somit ein neuartiger und vielversprechender Ansatz
fir die Eradizierung des HI-Virus. Derzeitige gentherapeutische Therapien verwenden lentivirale
Vektorsysteme, die stabil in die Chromosomen der Wirtszellen integrieren. Sie weisen damit ein
potentielles Risiko fiir Insertionsmutagenesen auf. Eine stabile Transgenexpression bei gleichzeitiger
Verringerung dieses Risikos stellt eine groRe Herausforderung an die klinische Forschung dar. In
dieser Arbeit wurden zwei nicht-integrierende Vektorsysteme etabliert, ein Intergrations-defizienter
lentiviraler Vektor und ein chimarer adenoviraler Vektor. Beide Vektorsysteme zeigten eine effiziente
und transiente Transgenexpression in vitro. Der nicht-integrierende Vesicular Stomatitis Virus
Glykoprotein (VSV-G) pseudotypisierte lentivirale selbstinaktivierende (SIN)-Vektor wurde durch eine
Mutation (Klasse 1) der katalytischen Triade der viralen Integrase generiert, wodurch die Integration
ins Wirtszellgenom verhindert wurde. Dies fiihrte zu einem Anstieg an episomalen Vektorsequenzen
in den transduzierten Zellen. Der chimare adenovirale Vektor ist vom Adenovirus 5 abgeleitet, wobei
die Fiber durch die von Adenovirus 11 substituiert wurde. Dies erhdhte die Infektiositdt humaner
Zellen, speziell von T-Lymphozyten, da nun als Rezeptor das CD46 Molekil anstelle vom Coxsackie
und Adenovirus Rezeptor (CAR) verwendet wurde. Beide Vektorsysteme zeigten eine hohe

Transgenexpression unter der Kontrolle eines HIV-Tat abhdngigen Promotors.

Beide Vektorsysteme zeigten keinen Einfluss auf die Zellviabilitdt, auf die Verteilung der
Zellzyklusphasen, sowie auf das Apotosemuster von transduzierten Jurkat T-Zellen. Die Funktionalitat
vektorvermittelter Tre-Rekombinase wurde einerseits mittels Reporterkonstrukten, sowie in HIV-1
Indikatorzellen eindrucksvoll gezeigt. Aufgrund des geringen funktionellen Titers des lentiviralen
Vektorsystems wurde fir den antiviralen Aktivitdtsnachweis in primdren HIV-infizierten T-
Lymphozyten, nur das adenovirale Vektorsystem verwendet. Das adenovirale Vektorsystem zeigte
auch hier signifikante antivirale Effekte. Das chimare adenovirale Vektorsystem erwies sich somit fiir
die transiente Expression der Tre-Rekombinase als ein effizientes und sicheres Vektorsystem. Somit
konnen die hier erzielten Ergebnisse die weitere Entwicklung einer HIV-Gentherapie mittels

autologer T-Zell Transplantation unterstiitzen, um eine funktionelle Heilung zu erzielen.



Summary

In the retroviral life cycle the stable integration of HIV into the host-cell chromosomes is an essential
step. All current antiretroviral approaches target the viral enzymes or virus entry, but cannot
eradicate HIV. Previously it has been shown that an engineered HIV-1 LTR-specific recombinase (Tre-
recombinase) can efficiently excise proviral DNA from infected cells and therefore may provide a
novel and promising approach to eradicate the virus. Current gene therapy approaches use lentiviral
vector systems, which integrate stable into the host cell chromosomes and therefore bear the risk of
causing insertional mutagenesis. Therefore, stable transgene expression, while minimizing insertional
mutagenesis, is a key challenge in clinical gene therapies. In this thesis two non-integrating vector
systems have been developed: a lentiviral vector and a chimeric adenoviral vector. Both showed
efficient and transient transgene expression in vitro. The non-integrating vesicular stomatitis virus
glycoprotein (VSV-G) pseudotyped lentiviral selfinactivating (SIN)-Vector was produced by a class 1
mutation in the catalytic centre of the integrase, which prevented proviral integration. This resulted
in the generation of increased levels of circular vector episomes in transduced cells. The chimeric
adenoviral vector, based on an adenovirus 5 in which its fiber was substituted by the respective
structure from adenovirus 11, demonstrated increased infectivity in human cells, particularly in
T Lymphocytes by using the CD46 molecule instead of the coxsackievirus and adenovirus receptor
(CAR). Both vector systems expressed high levels of Tre-recombinase under the control of an HIV-1

Tat-dependent LTR promoter.

These vector systems had no negative effect on cell viability, apoptosis or cell-cycle distribution in
transduced Jurkat T cells. The vector-delivered Tre-recombinase exhibited significant antiviral effects
in HIV-1 indicator cell-lines and reporter constructs. Because of a low functional titer of the lentiviral
vector system, only the chimeric adenoviral vector system was further analysed in HIV-infected
primary T lymphocytes, demonstrating significant antiviral effects. These data demonstrated that the
chimeric adenoviral vector system holds great potential for secure and efficient gene transfer into
human cells and, in particular, for transient expression of Tre-recombinase. The results obtained here
support HIV gene therapies based on autologous T cell transplantation to achieve a functional cure

for HIV infection.



Einleitung

Die Centers for Disease Control and Prevention (CDC, Atlanta, USA) veroffentlichten im Jahre 1981
mehrere Berichte Uiber eine Immunschwéache-Erkrankung (Aquired Immune Deficiency Syndrome,
AIDS). Bei den betroffenen Personen wurden schwere opportunistische Infektionen wie
Pneumocystis-Pneumonie oder Kaposi-Sarkome diagnostiziert. Nach nur einem Jahr verdoppelte sich
die Rate an Neuerkrankungen alle sechs Monate, mit einer Mortalitdtsrate von Uber 60%. Die
Erkrankung trat auf bei 75% der homo- und bisexuellen Mannern, 13% bei Abhdngigen intravends

verabreichter Drogen, 6% bei Haitianern und 0,3% bei an Hdmophilie A erkrankten Menschen.

Wissenschaftler um Luc Montagnier und Francoise Barré-Sinoussi vom Institut Pasteur in Paris, und
Robert Gallo von den National Institutes of Health in Bethesda konnten auf der Suche nach der
Ursache fir dieses ungewdhnlich haufige und sich schnell verbreitende Krankheitsbild anndhernd
zeitgleich ein T-Zelllymphotropes Retrovirus aus AIDS-Patienten isolieren (Barré-Sinoussi et al., 1983;
Gallo et al., 1983). Gallo hielt dieses falschlicherweise flr eine Variante des humanen T-Zell Leukdmie
Virus (HTLV; Poiesz et al., 1980), welches als erstes humanpathogenes Retrovirus von ihm entdeckt
wurde. In den folgenden Jahren wurde das Virus auch als Lymphadenopathie-assoziiertes Virus, LAV
(Montagnier et al., 1984), und AlDS-assoziiertes Retrovirus, ARV (Levy et al., 1984) bezeichnet, bevor
das International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) 1986 die Bezeichnung Humanes
Immundefizienz Virus, HIV, empfahl (Coffin et al., 1986). Fir die Entdeckung des HI-Virus erhielten

Luc Montagnier und Francgoise Barré-Sinoussi im Jahre 2008 den Nobelpreis fiir Medizin.

1.1 Das Humane Immundefizienz Virus

Das Humane Immundefizienz Virus (HI-Virus) gehort innerhalb der Familie der Retroviridae zu den
Lentiviren. Retroviren besitzen ein Genom aus RNA, welches sie mit Hilfe ihrer eigenen Reversen
Transkriptase, entgegen des (Ublichen genetischen Informationsflusses (retrograd), in DNA
Ubersetzen. Der Begriff Lentivirus leitet sich vom lateinischen Wort lentus (langsam) ab und
bedeutet, dass die Vertreter dieser Gattung langsam fortschreitende, chronisch degenerative
Krankheiten auslésen (Stowring et al., 1979). Es sind zwei Arten von HIV, HIV-1 und HIV-2, bekannt.
Sie besitzen eine Sequenzhomologie von etwa 50%. HIV-2 besitzt eine geringere Transmissionsrate
und zeigt einen langsameren Krankheitsverlauf. Es macht nur einen geringen Anteil an den
weltweiten HIV-Infektionen/AIDS-Erkrankungen aus (Campbell-Yesufu & Gandhi, 2011). Zur Familie
der Retroviridae gehbren zwei weitere Gattungen, die Onkoretroviren (a, B, y, & und e-Retroviren)

und die Spumaviren. Schwerpunkt dieser vorliegen Arbeit war HIV-1.



Einleitung

1.1.1 Morphologie und Genomstruktur

Das HI-Virus besitzt einen Durchmesser von etwa 100 nm (Abbildung 1). Die dufRere Hillmembran
besteht aus einer Phospholipiddoppelschicht, die von der Zytoplasmamembran der Wirtszelle
abstammt. Die viralen Glykoproteine gp41 und gp120 sind mit der Zellmembran assoziiert. Das
Transmembranprotein gp41 ist mit seinem hydrophoben Teil direkt in der Hillmembran verankert.
Das Oberflachenprotein gp120 bindet an den externen Teil von gp4l Uber nicht kovalente
Wechselwirkungen. Die Membraninnenseite wird von pl7 Matrixproteinen ausgekleidet. Das
Matrixprotein ist hierbei Gber einen Myristinrest direkt in der Membran verankert, wodurch dem
Viruspartikel seine isometrische Struktur verliehen wird. Im Inneren des Viruspartikels befindet sich
die konische Kapsidstruktur, die aus dem hydrophoben Kapsidprotein besteht. Im Kapsid befindet
sich das retrovirale Genom, welches aus zwei in Plus-Strang orientierten RNA-Kopien besteht und mit
dem basischen p7 Nukleokapsidprotein komplexiert ist. Des Weiteren enthalt das Viruskapsid die
viralen Enzyme Reverse Transkriptase (RT) und Integrase (IN), sowie auBerhalb des Kapsids die HIV-
Protease (PR). Als akzessorische Proteine sind Vpr (viral protein r), Vif (viral infection factor) und Nef

(negative factor) im Virion enthalten (Sundquist & Krausslich, 2012).

A Vpr

Nukleokapsid (NC)

Q} Lipidmembran

Reverse Transkriptase (RT) Kapsid (p24)

Matrix (p17)

Nef

e D B :
Protease (PR) { ¥ —re ) gp4al

gp120

Integrase (IN)

Abbildung 1: Schematische Darstellung des HI-Virius (modifiziert mit Genehmigung von Danilo Dubrau, MSc).
A. Dargestellt ist das Virion bestehend aus der Lipidmembran, die von der Wirtszelle stammt. In der Membran
verankert sind die Glykoproteine gp41 und gp120. Das Matrixprotein pl7 ist mit der Membran assoziiert.
Innerhalb des Virions befindet sich das konische Kapsid, welches die beiden Kopien der genomischen RNA
beinhaltet und als weiteres die viralen Enzyme RT, IN und PR, sowie die akzessorischen Proteine Vif, Nef und
Vpr.



Einleitung

Das einzelstrangige positiv geladene RNA Genom besitzt eine Lange von etwa 9 Kilo-Basenpaaren
(kb; Abbildung 2). Vergleichbar mit eukaryotischer mRNA besitzt es eine 5’-Cap-Struktur sowie ein
polyadenyliertes 3'-Ende. Der kodierende Bereich des HIV-Genoms ist von regulatorischen
Sequenzen flankiert. Zwischen der Cap-Struktur und dem Startcodon befindet sich die repetitive R-
Region, in der die TAR-Sequenz (Tat-responsive RNA element) und das Polyadenylierungssignal
enthalten ist. Der virale Transaktivator der Transkription, Tat, bindet an das TAR-Element und
bewirkt eine maligebliche Verstarkung der Transkription (Cullen, 1986; Kao et al., 1987). Am 3’-Ende
der Sequenz wiederholt sich die R-Region unmittelbar vor der Poly-A-Sequenz. Der R-Region folgt der
untranslatierte Bereich U5 und die Primerbindungsstelle (PB), an die fur die Initiation der reversen
Transkription essenzielle tRNA mit Spezifitat fir Lysin hybridisiert ist (Wain-Hobson et al., 1985).
Nachfolgend befindet sich das Verpackungs- oder W-Signal, welches fiir die Dimerisierung des viralen
Genoms und dessen Verpackung in virale Partikel notwendig ist (Lever et al., 1989). Am Ende des
kodierenden Bereichs befindet sich der Polypurintrakt (PPT), auf den der untranslatierte U3 Bereich
folgt. Durch die reverse Transkription werden U3, R und U5 Bereich dupliziert und flankieren das
integrierte Provirus. Sie werden daher als long terminal repeats (LTR) bezeichnet. Das RNA-Genom
kodiert fiir 15 Proteine, wobei die Gene gag, pol und env einen essenziellen Bestandteil darstellen.
Des Weiteren verfligt HIV Gber regulatorische Gene (tat, rev) und akzessorische Gene (vif, vpr, vpu,
nef). Die Bezeichnung akzessorisch beruht darauf, da sie fir die Replikation in vitro entbehrlich sind.
Unter anderem dienen sie zur Inaktivierung zelluldrer und antiviraler Mechanismen und erhéhen
somit die Virulenz der HI-Viren. Sowohl das virale Gen env (gp120, gp 41), als auch gag (p17, p24, p7,
p6) kodieren fiir die Strukturproteine. Die viralen Enzyme PR (p11), RT (p66) und IN (p32) werden
vom pol-Gen kodiert. Die Vielzahl der unterschiedlichen Proteine ergibt sich durch alternatives

SpleilRen, sowie durch posttranslatorische Prozessierung durch die virale Protease.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des HIV-Genoms und dessen mRNA Transkripte.
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1.1.2 Replikation

Der Replikationszyklus von HIV beginnt mit der Bindung von gp120 an den primaren CD4-Rezeptor
auf Zielzellen wie T-Helferzellen oder Makrophagen (Abbildung 3; Klatzmann et al., 1984). Die
anschlieBende Bindung an einen der beiden Chemokinrezeptoren CCR5 oder CXCR4 (Deng et al.,
1996; Doranz et al., 1996) leitet die Fusion mit der Plasmamembran ein. Das Viruskapsid gelangt in
die Zelle und dissoziiert. Es kommt zur Bildung des Reverse-Transkriptase-Komplexes (RTC), in dem
mit Hilfe der Reversen Transkriptase das RNA-Genom in doppelstrangige DNA (dsDNA)
umgeschrieben wird. Die dsDNA bildet mit Matrixproteinen, Integrase und Vpr den sogenannten
Praintegrationskomplex (PIC). Dieser wird, vermittelt Uber Kernlokalisationssignale der
Matrixproteine und Integrase, Uber Zellporen in den Zellkern transportiert (Sherman & Greene,
2002). Dieser aktive Transport unterscheidet Lentiviren von anderen Retroviren, welche
ausschlieBlich sich teilende Zellen (d.h. Zellen mit sich auflosender Zellkernmembran) infizieren
konnen. Die Integrase vermittelt die Integration der proviralen dsDNA in das Wirtszellgenom,
bevorzugt in Bereiche aktiver Gene (Schroder et al., 2002). Es konnte gezeigt werden, dass die
Transkription der viralen Gene bereits vor Integration in das Wirtszellgenom stattfinden kann
(Stevenson et al., 1990). In Abwesenheit von Tat ist die Transkription zu Beginn stark attenuiert, die
basale Aktivitat reicht jedoch dazu aus, mRNAs zu bilden, welche vollstandig gespleilit fiir die
regulatorischen Proteine Tat, Rev und Nef kodieren (Robert-Guroff et al., 1990). Das translatierte
Tat-Protein bindet an das TAR-Element am 5°-Ende der neu gebildeten viralen mRNA, durch die
darauffolgende Rekrutierung zelluldarer Faktoren wird die C-terminale Domane (CTD) des RNA-
Polymerase llI-Komplexes phosphoryliert. Dies erhdht die Prozessivitdt der Polymerase Il und die

Attenuation wird aufgehoben (Emerman & Malim, 1998).

Als weiteres regulatorisches Protein wird Rev (regulator of expression of virion proteins) gebildet. Rev
vermittelt den Kernexport von nicht oder unvollstandiger gespleiliter viraler mRNA. Die ungespleifite
MRNA stellt das Genom fiir neu entstehende Viruspartikel dar. Sie kodiert jedoch auch fiir das
strukturelle Gag-Vorlduferprotein p55°%, sowie fur die viralen Enzyme Protease, Reverse
Transkriptase und Integrase. Der offene Leserahmen des gag-Gens Uberlappt hierbei mit dem
Leserahmen des pol-Gens, so dass ein Wechsel des ribosomalen Leserahmens, vermittelt durch eine
uridinreiche Sequenz im Bereich des Nukleokapsidproteins, fir die Translation der po/-Gene nétig ist.
Dies fuhrt zu dem p160‘3""g/P°I Vorlauferprotein. Kotranslational werden die aminoterminalen Enden
der Gag- und Gag/Pol-Vorlduferproteine myristyliert und mit Hilfe zelluldrer Faktoren zur
Zellmembran transportiert. Zwei Kopien der genomischen viralen RNA werden {ber das

Verpackungssignal W vom Nukleokapsidanteil des p55° gebunden.
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Env

Die einfach gespleiRten Transkripte kodieren fiir das Vorlauferprotein der Hullproteine gp160~",

Env

sowie fir die akzessorischen Proteine Vif, Vpr und Vpu. Das Hiillprotein gp160™™ wird nach der
Translation am rauen Endoplasmatischen Retikulum im Golgi-Apparat glykolisiert. Wahrend des
Transports zur Zellmembran wird gp160®™ durch eine Furinprotease in gp120 und gp41 gespalten.
Die Akkumulation von Gag und Hillproteinen an der Zellmembran flihrt zur Knospung und schlieRlich
zur Abschniirung unreifer Viruspartikel von der Zelloberflache. Die Reifung zu infektidsen Viren

erfolgt durch die Spaltung der Gag und Gag/Pol-Vorlauferproteine mittels der viralen Protease.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Lebenszyklus des HI-Virus (modifiziert aus Furtado et al., 1999)
und Angriffspunkte antiretroviraler Medikamente.

1.1.3 AIDS Pathogenese

Der Verlauf einer HIV-Infektion lasst sich in drei Phasen unterteilen: akute Phase, chronische Phase
und AIDS (Abbildung 4). Wahrend der akuten Phase, in den ersten drei bis sechs Wochen nach
Infektion, treten grippeahnliche Symptome wie Fieber, Miidigkeit, Kopfschmerzen oder Ubelkeit auf.

Es ist ein rapider Anstieg an HIV-RNA Kopien im Blutplasma nachzuweisen. Gleichzeitig nimmt die
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Anzahl an CD4" T-Lymphozyten (T-Helferzellen) durch die massive Replikation des Virus und dem
damit verbundenen Absterben dieser infizierten Zellen ab (Tindall & Cooper, 1991). Dem
Immunsystem gelingt es jedoch eine HIV-spezifische Immunantwort zu etablieren, welche die
Viruslast stark reduzieren kann und sich die Zahl an CD4" T-Lymphozyten wieder stabilisiert. Es folgt
die chronische Phase, auch Latenzphase genannt, welche mehrere Jahre bis Jahrzehnte andauern
kann (Fauci et al., 1996). Mit der Zeit steigt jedoch die Viruslast wieder deutlich an, sobald die
Virusreplikation durch das Immunsystem nicht mehr unterdriickt werden kann. Im Gegenzug fallt die
CD4" T-Zellzahl bis zu einem kritischen Punkt ab (ca. <200 CD4" T-Zellen/ul) und das Immunsystem ist
derart beeintrachtigt, dass opportunistische Infektionen auftreten. Diese Erkrankungen (AIDS-
assoziierte Morbiditaten) werden durch Erreger ausgelost, die sich bei immunkompetenten
Menschen normalerweise nicht vermehren und nur bei immundefizienten Menschen zu schweren

Erkrankungen fliihren kénnen.
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Abbildung 4: Krankheitsverlauf einer HIV-Infektion (aus Hoffmann and Rockstroh, 2014).

Laut UNAIDS (The Joint United Nations Programme on HIV/AIDS) waren Ende 2012 35 Millionen
Menschen HIV-positiv. 1,6 Millionen Menschen starben an den Folgen der HIV-Infektion und 2,3

Millionen wurden neu infiziert.

1.1.4 Kombinierte Antiretrovirale Therapie (cART)

Friihe Therapieansitze bei HIV-Infektionen basierten auf der Gabe einzelner antiretroviraler
Wirkstoffe. Aufgrund der betréchtlichen Replikationsrate der HI-Viren (Bildung ca. 10 Viren pro Tag,
Perelson et al.,, 1996), der hohen Fehlerrate der Reversen Transkriptase (Mansky & Temin, 1995;

Preston et al., 1988; Roberts et al., 1988), sowie der Rekombinationsfrequenz wahrend der reversen
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Transkription (Charpentier et al., 2006; Onafuwa-Nuga & Telesnitsky, 2009), kann das Virus in kurzer
Zeit mutieren. Dies fiihrt zu Resistenzentwicklungen, wodurch die verabreichte Therapie wirkungslos

wird.

Mit Einfiihrung der Kombination von mindestens drei antiretroviralen Wirkstoffen (combination
antiretroviral therapy, cART) konnte die Mutationsrate drastisch gesenkt und damit eine erhebliche
Verbesserung der Lebensqualitat fiir die Patienten erreicht werden. cART fiihrt zu einer Erhohung der
Lebenserwartung (Albrecht et al., 1998) und ermoglicht HIV-infizierten Patienten einen annahernd

normalen Lebensalltag zu fiihren, vergleichbar mit einer chronischen Erkrankung (Deeks et al., 2013).

In Deutschland sind derzeit (Juni 2013) mehr als 30 Einzel- oder Kombinationspraparate fir die
Behandlung der HIV-Infektion zugelassen (Hoffmann & Rockstroh, 2014). Diese Praparate ergeben

sich aus 5 Wirkstoffklassen:
1. Nukleosidische bzw. Nukleotidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTIs)
2. Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs)
3. Protease-Inhibitoren (Pls)
4. Entry-Inhibitoren (Korezeptorantagonisten und Fusionsinhibitoren)
5. Integrase-Inhibitoren

Die unterschiedlichen Angriffspunkte der genannten Wirkstoffklassen sind in Abbildung 3 dargestelit.
Wie schon beschrieben, erméglicht erst die Kombination der unterschiedlichen Wirkstoffklassen eine
effektive Therapie der HIV-Infektion. Hierbei wird gleichzeitig der Replikationszyklus an mehreren
Schritten blockiert (siehe Abbildung 3). Im Idealfall gelingt es, die Viruslast im Blutplasma unter die
Nachweisgrenze klinischer Standardassays zu driicken. Basierend auf dieser Beobachtung wurde
angenommen, dass eine Therapie von 2-3 Jahre ausreichend ware, um HIV-infizierte Zellen aus dem
Korper zu eliminieren (Perelson et al., 1997). Doch in der Zwischenzeit ist bekannt, dass aufgrund der
Persistenz von HIV in zelluldren Reservoiren (Chun et al., 1997; Finzi, 1997) es bei Unterbrechung der
Behandlung wieder zu einem schnellen Wiederanstieg der Viruslast im Blut (,Rebound”) kommt
(Wong, 1997). Silicano und Mitarbeiter konnten in einer Hochrechnung zeigen, dass 73 Jahre
ununterbrochener Therapie notwendig waren, um eine Heilung zu erreichen (Siliciano et al., 2003).
In einer neueren Veroffentlichung wurde gezeigt, dass die Anzahl der fiir die Berechnung einbezogen
latent-infizierten Zellen um etwa 60 mal hoher ist, als angenommen (Ho et al., 2013). Dies bedeutet,
dass eine Eradikation mit cART nicht mdglich ist, was eine lebenslange Einnahme der Medikamente
fir die Patienten zur Konsequenz hat. Die Langzeiteinnahme der Medikamente birgt allerdings nicht
unerhebliche Risiken fiir die Patienten, da cART mit einer Reihe von Nebenwirkungen und Langzeit-

Toxizitdten assoziiert ist. Hierzu zdhlen am haufigsten gastrointestinale Beschwerden, die zu einer
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starken Beeintrachtigung der Lebensqualitdt und sogar zu einem Therapieabbruch fiihren kénnen
(Carr & Cooper, 2000; Chubineh & McGowan, 2008). Des Weiteren erhéht die Langzeiteinnahme der
Medikamente das Risiko an nicht AIDS-assoziierten Krankheiten, wie kardiovaskularer-, Nieren- und
Leber-Schadigungen zu erkranken, welche normalerweise erst altersbedingt auftreten (Deeks, 2011).
Neben den beschriebenen Begleiterscheinungen sind die hohen Kosten einer lebenslangen cART
(14.000 bis 21.000 € p.a.), sowie fir eine Therapie multiresistenter Viren sogar bis zu 40.000 € p.a.
und die notwendige hohe Compliance der betroffenen Patienten in Betracht zu ziehen (Hoffmann &

Rockstroh, 2014).

1.2 HIV-Gentherapie

Die kombinierte antiretrovirale Therapie stellt derzeit die einzige verfiigbare Therapie gegen HIV-
Infektionen dar. Eine Heilung durch cART ist jedoch nicht moglich. Die lebenslange Medikation,
verbunden mit den teilweise erheblichen und nicht absehbaren Nebenwirkungen, stellt eine grolle
Belastung fiir die Patienten dar. Das zusatzliche Auftreten von multiresistenten Viren, beispielsweise
bei Unvertraglichkeit oder mangelnder Compliance, hat das Verlangen nach alternativen
Behandlungsstrategien hervorgerufen. Eine Alternative fiir die Heilung von HIV-Patienten kdnnte die

gentherapeutische Behandlung sein (Rossi et al., 2007; Wolkowicz & Nolan, 2005).

Fir die Heilung von HIV-Infektionen werden zwei potenzielle Strategien verfolgt (Katlama et al.,
2013; Lewin et al., 2011). Die sogenannte funktionelle Heilung, wobei das Virus im Patienten
verbleibt, jedoch durch das Immunsystem in Abwesenheit von cART kontrolliert wird, oder eine

sterilisierende Heilung, wobei es zur kompletten Eradikation des Virus kommt.

Prinzipiell wird versucht eine funktionelle Heilung durch die Modifikation von T-Lymphozyten zu
erreichen. Eine sterilisierende Heilung, wenn (iberhaupt moglich, setzt die Modifikation von

hdamatopoetischen Stammzellen (HSC) voraus (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung einer HIV-Gentherapie (verdndert nach Rossi et al., 2007).

Wie in Abbildung 5 dargestellt wird versucht, durch T-Zell Gentherapie eine funktionelle Heilung zu
erzielen. Hierfiir werden autologe adulte genmodifizierte CD4" T-Zellen in Patienten reinfundiert, um
verbesserte antivirale Effekte zu erzielen und das Immunsystem zu starken (Rossi et al., 2007).
Aufgrund der begrenzten Lebenszeit genetisch modifizierter T-Zellen kann keine permanente
Veranderung der Behandelten erfolgen, was wahrscheinlich eine Wiederholung dieser Therapie zu
Folge hat. Mit Hilfe der T-Zell Gentherapie kénnte jedoch vielleicht die cART Medikamentenlast und
deren Nebenwirkungen deutlich verringert werden, wodurch eine deutliche Verbesserung der
Lebensqualitat erreicht wirde. Letztendlich kdnnte theoretisch durch die Wiederholung der Therapie

das Immunsystem soweit gestarkt werden, sodass das Virus durch den Organismus kontrolliert wird.

Ein nachhaltigerer Therapieansatz wire die genetische Verinderung von CD34" hamatopoetischen
Stamm- bzw. Vorlauferzellen (HSC). Hierbei werden CD34" HSC aus Patienten nach Mobilisierung (mit
G-CSF), Blutentnahme und Leukapherese isoliert. Die Zellen wiirden in vitro mit entsprechenden
antiviralen Genvektoren transduziert und autolog in den Patienten refundiert werden. Hierbei
konnte eine milde (nicht myoablative) Konditionierung, z.B. mit Busulfan, die Knochenmark-
Repopulation mit den genetisch verdnderten CD34" HSC unterstiitzen. Im Laufe der Zeit sollte sich
das hiamatopoetische System des Patienten mit differenzierten Blutzellen repopulieren (z.B. CD4" T-
Lymphozyten, Makrophagen), welche aufgrund der Expression eines oder mehrerer antiretroviraler
Gene gegeniber HIV resistent sind, bzw. das Virus hemmen und dadurch einen Selektionsvorteil
besitzen. Solch eine Stammzell-Therapie kdnnte theoretisch wiederholte Behandlungen obsolet

machen, da CD34" HSC liber viele Jahre ihre Stammzellkapazitit erhalten und somit als dauerhafte
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Quelle fur die Bildung HIV-resistenter Zellen dienen wirden (Rossi et al., 2007). Die Repopulation mit
geschitzten Blutzellen, in Kombination mit unterstiitzenden Behandlungsstrategien, kdnnte die
vorhandenen HIV-infizierten Zellen verdrangen und so die Grundlage fiir eine sterilisierende Heilung

darstellen.

Beide Therapieansitze, sowohl die auf CD34" HSC basierte, wie auch die auf adulten CD4" T-Zellen
beruhende, werden gegenwartig in verschiedenen Studienprotokollen klinisch getestet (Ledger et al.,
2010; Rossi et al., 2007; http://aidsinfo.nih.gov/clinical-trials). Hierbei finden die unterschiedlichsten
antiviralen Gene bzw. Wirkmechanismen Verwendung. Es werden beispielsweise transdominante
Mutanten des essenziellen HIV-Rev RNA Transportfaktors (RevM10) (Ranga et al., 1998),
membranstandige Fusionsinhibitoren (van Lunzen et al.,, 2007), RNA-Decoy Sequenzen des Rev
Response Elements (RRE) (Bauer et al., 2000; Kohn et al., 1999) oder RNA Antisense-Konstrukte, die
gegen das HIV-env Gen gerichtet sind (Levine et al., 2006), exprimiert und getestet. AuRerdem
kommen Ribozyme, welche mRNAs zum Ziel haben, die den HIV-Korezeptor CCR5 kodieren (Cagnon
& Rossi, 2000), oder verschiedene small interfering RNAs (siRNAs) bzw. short hairpin RNAs (shRNAs)
zur RNA-Interferenz (RNAI) (Rossi, 2006) zum Einsatz. In einem weiteren Beispiel wird das flr den
HIV-Korezeptor CCR5 kodierende Gen mittels Zinkfinger-Nuklease (ZFN) in CD4" T-Zellen mutiert
(Tebas et al., 2014). Alle diese Strategien, unabhangig von ihrer Wirkungsweise, kénnen bestenfalls
die Virusmehrung unterdriicken, vergleichbar zur cART, jedoch den Patienten nicht heilen. Die
entsprechenden antiviralen Gene bzw. Sequenzen missen deshalb lebenslang exprimiert werden,
um ihre inhibitorische Wirkung aufrecht zu erhalten. Eine lebenslange Expression birgt allerdings
wiederum die Gefahr des Auftretens von unerwiinschten Nebenwirkungen, wie die Dysregulation
des zelluldren Metabolismus bei der Expression von RNA-basierten Hemmern (z.B siRNA) oder
Immunreaktionen gegen Protein-basierte Inhibitoren (z.B. RevM10). Eine Ausnahme stellen die ZFN
dar, die nur kurzzeitig exprimiert werden miissen, um das entsprechende Zielgen zu inaktivieren.
Jedoch konnte gezeigt werden, dass es bei ZFN mit relativ haufiger Frequenz zu Schnitten aulRerhalb
der gewlinschten Zielsequenz (sog. off-target Effekte) kommen kann (Gabriel et al., 2011; Pattanayak
et al., 2011) und somit zur ungewollten Manipulation des Genoms der Wirtszelle. In neuen Studien
konnte zusatzlich gezeigt werden, dass eine Modifikation des CCR5 kodierenden Gens zu einer
Selektion auf CXCR4-tropen Viren fihrt und so ein kompletter Schutz vor Neuinfektion nicht erreicht

werden kann (Kordelas et al., 2014).

Die Entfernung von integrierter proviraler HIV-DNA aus infizierten Zellen mittels einer HIV-LTR
spezifischen Rekombinase (Tre-Rekombinase; Sarkar et al., 2007), konnte dagegen nicht nur erstmals
eine Heilung von HIV-Patienten zum Ziel haben, sondern auch potenzielle Gentherapie-

Nebenwirkungen minimieren, da die Expression der Tre-Rekombinase in nicht-infizierten Wirtszellen
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oder in Zellen, in denen die provirale DNA bereits entfernt wurde (,,geheilte Zellen®), nicht notwendig

ist.

1.2.1 HIV-LTR spezifische Rekombinase (Tre-Rekombinase)

Die Tre-Rekombinase ist eine DNA-Rekombinase, die eine asymmetrische Sequenz innerhalb des HIV-
LTRs erkennt und eine ortsgerichtete Rekombination vermittelt. Hierbei wird das provirale Genom

entfernt und ein einzelner LTR bleibt im Wirtszellgenom enthalten (Sarkar et al., 2007).

Die Tre-Rekombinase ist abgeleitet von der Cre-Rekombinase, welche ein Genprodukt des
Bakteriophagen P1 ist. Der Name beruht auf der von ihr vermittelten zyklischen Rekombination
(cyclization recombination), auch ortsgerichtete homologe Rekombination genannt. Die Cre-
Rekombinase wurde im letzten Jahrzehnt eingehend erforscht (Van Duyne, 2001). Sie stellt ein
wichtiges und weitverbreitetes Werkzeug zur experimentellen Modifikation von Sdugergenomen dar.
Sie kann dazu genutzt werden, Gene zu inversieren, translokalisieren oder zu entfernen (Metzger &
Feil, 1999). Besonders haufig wird diese Technik fiir die Veranderung des Maus Genoms verwendet
(Glaser et al., 2005). Die Cre-Rekombinase erkennt spezifisch symmetrische DNA-Sequenzen,
sogenannte loxP-Sequenzen (locus of crossing over of P1), von je 34 Basenpaaren (bp). DNA-
Sequenzen, die mit zwei loxP-Sequenzen flankiert sind, konnen spezifisch und effizient aus dem
Zellgenom entfernt werden. Die symmetrische, palindromische loxP-Sequenz besteht aus zwei 13 bp
langen Rekombinase bindenden Elementen (RBEs). Die Elemente sind getrennt durch eine 8 bp groRe

Trenn-DNA-Sequenz (Spacer), dem Rekombinationsort (Abbildung 6A).

Die Cre-Rekombinase besteht aus vier homologen Untereinheiten. Wahrend der ortsspezifischen
Rekombination binden die Untereinheiten an die RBEs und ein homotetramerer Cre-Komplex
entsteht. Dieser Komplex verbindet die beiden loxP-Sequenzen (iber die Spacer-Region, so dass die
sich dazwischen befindende DNA-Sequenz als zirkuldares Produkt entfernt wird. Eine loxP-Sequenz
bleibt hierbei im Genom der Zelle zurtick. Es konnte gezeigt werden, dass die Cre-Spezifitat durch ein
Verfahren, welches ,substrate-linked protein evolution” (SLIiPE) genannt wird, so verdandert werden
kann (Buchholz & Stewart, 2001), dass auch Sequenzen abweichend von der loxP-Sequenz erkannt
werden. Die Cre-kodierende DNA wird dazu zyklisch und zufallsgemaR mutiert. Hierauf basierend
wurde die Tre-Rekombinase entwickelt, die spezifisch eine Sequenz in dem LTR des HIV-1 Subtyp A
Isolats TZBO0O03 (Blackard et al., 1999) erkennt. Die Tre-vermittelte Exzision der proviralen DNA ist in

Abbildung 6 B dargestellt.
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Abbildung 6: Tre-Rekombinase vermittelte Rekombination des proviralen Genoms. A. Erkennungssequenz
der Cre-Rekombinase (loxP) im Vergleich zur Tre-Rekombinase (loxLTR). Die symmetrische Cre-
Erkennungssequenz besteht aus einer 8 bp groRen Spacer-Region, flankiert von zwei palindromischen
Rekombinase Bindungselementen (RBEs). B. Tre-Rekombinase vermittelte Exzision der proviralen DNA.

Mit Hilfe der Tre-Rekombinase konnte eine signifikante Aktivitdt gegen episomale und integrierte
LTR-Sequenzen in Reporterkonstrukten nachgewiesen werden (Mariyanna et al., 2012). Des
Weiteren konnten signifikante antivirale Effekte gegen HIV in vitro und in vivo in humanisierten
Mausen ohne zytopathische Effekte, mittels CD4" T- und CD34" HSC-Zelltherapie, eindrucksvoll
gezeigt werden (Hauber et al., 2013). Das effiziente und transiente Einbringen der Tre-Rekombinase
in CD4" T-Zellen und die Testung der antiviralen Aktivitit stellte die Hauptaufgabe der vorliegenden
Arbeit dar. Schlieflich sollte ein weiterer Ausblick Uber alternative Methoden zur Entfernung

proviraler DNA aus HIV-infizierten Zellen gegeben werden.

1.2.2 Designer-Nukleasen zur Entfernung proviraler DNA

Fir die gezielte Verdanderung des Genoms von somatischen Zellen werden Designer-Nukleasen (DN)
verwendet. Die Nukleaseaktivtdt der DN induziert DNA-Doppelstrangbriiche (DSB), welche spezifisch
an Loci auftreten, die durch die DNA-Bindungsdomidne der DN spezifisch erkannt wird. Die
verursachten DSB werden dann durch zelluldire Mechanismen ,repariert”. Diese Reparatur kann
entweder durch Homologe Rekombination (HR) oder als nicht-homologe End-zu-End Verknipfung
(NHEJ; non homologous end joining) durchgefiihrt werden. Die Wahl des Mechanismus ist hierbei
unter anderem vom Zellzyklus abhangig (Valerie & Povirk, 2003). Die Homologe Rekombination wird
hierbei als der prazisere Mechanismus angesehen, da kompatible DNA-Enden erzeugt werden und es
zu keiner Sequenzveranderung kommt. Die nicht-homologe End-zu-End Verknipfung kann in
ungerichteten Deletionen und Insertionen resultieren, wobei oftmals eine Anderung des
Leserahmens (Frame-Shift) auftritt. Dies fihrt dann zu einem Gen-Funktionsverlust durch Verkirzung

oder nonsens-mediated-decay (NMD) der entsprechenden mRNA (Hentze & Kulozik, 1999).

13



Einleitung

1.2.2.1 Zinkfinger-Nukleasen (ZFN)

Zinkfinger-Nukleasen sind kinstlich erzeugte Restriktionsendonukleasen. Sie bestehen aus einer
Zinkfingerdomane und einer Nukleasedomane. Die Zinkfingerdomédne bzw. DNA-Bindedomane
besteht typischerweise aus drei bis sechs unterschiedlichen Zinkfingermotiven, die jeweils individuell
3 bp erkennen. Durch das modulare System der Kopplung verschiedener Zinkfingermotive kann
theoretisch jedes Gen erkannt werden (Sander et al., 2011). Die Nukleasedomane besteht im
Regelfall aus der unspezifisch schneidenden Restriktionsdomane des Typ Il Restriktionsenzyms Fok,

welche nur nach Dimerisierung aktiv ist (Bitinaite et al., 1998; Kim et al., 1996).

Qu und Mitarbeiter benutzten ZFN, welche vergleichbar mit der Tre-Rekombinase eine Sequenz
innerhalb des LTR des integrierten Provirus erkennen. Sie konnten in vitro zeigen, dass die provirale
DNA mittels induzierter DSB in einer latent HIV-infizierten Zelllinie und in primaren HIV-infizierten

Zellen bis zu 46% entfernt wurde (Qu et al., 2013).

1.2.2.2 CRISPR/Cas9

CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) sind Abschnitte sich
wiederholender DNA-Sequenzen, welche urspriinglich Teile des adaptiven Immunsystems von
Bakterien und Archea darstellen. Das Typ Il CRISPR-System beruht darauf, dass eine spezifische Ziel-
DNA mittels crRNA (CRISPR-RNA) markiert wird. Der DNA/crRNA-Heteroduplex wird von tracrRNA
(trans-activating-RNA) erkannt, welche die Interaktion der Cas9-Nuklease und der Zielsequenz
vermittelt. Mit Hilfe des CRISPR/Cas-Systems besteht die Moglichkeit durch verschiedene crRNAs
zusammen mit einer tracrRNA und der Cas9-Nuklease mehrere Genloci gleichzeitig zu verandern
(multiplexing) (Cong et al., 2013). Durch die Fusion von crRNA und tracrRNA direkt als einzelnes
chimares RNA-Fragment, sogenannte guide RNA oder gRNA, ermdglicht die ortspezifische Restriktion
von DNA mittels Cas9-Nuklease in humanen Zellen (Cho et al., 2013), wobei wiederum freie DNA-
Enden (DSB) entstehen. So zeigten Ebina und Mitarbeiter, dass mittels des CRISPR/Cas9-Systems
provirale DNA in vitro aus humanen Zellen entfernt werden kann. Es wurde eine spezifische Sequenz
im HIV-LTR eines Reporterkonstrukts erkannt und mittels induzierter DSB die integrierte DNA

entfernt (Ebina et al., 2013).

1.3 Virale Vektoren fiir die Gentherapie

Das effektive und sichere Einbringen eines therapeutischen Gens stellt die Grundvoraussetzung fir
eine erfolgreiche Gentherapie dar. Auch in den zuvor beschriebenen Therapien zur Behandlung von
HIV/AIDS (siehe 1.2) wurden Vektoren verwendet, die urspriinglich von murinen Onkoretroviren (y-
Retroviren) abstammen (Rossi et al.,, 2007). Onkoretroviren bendtigen fir die Transduktion von

Zielzellen die aktive Zellteilung, um in den Zellkern zu gelangen. Die Integration des viralen Genoms
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geschieht hierbei bevorzugt in Promotorbereiche von Genen, welche fiir Regulatoren der
Zellproliferation kodieren (Cattoglio et al., 2007; Modlich & Baum, 2009; Wu et al., 2003). Diese
Integration flhrte oftmals zu Insertionsmutagenesen (Buchschacher & Wong-Staal, 2001; van
Griensven et al., 2005; Thomas et al., 2003). Aufgrund dieser unerwiinschten Eigenschaften werden
zunehmend lentivirale Vektoren fir die Gentherapie verwendet, welche zusatzlich die Fahigkeit
besitzen, ruhende Zellen zu transduzieren (Naldini et al., 1996). Diese Vektoren integrieren
vornehmlich in aktive Transkriptionsbereiche von nicht proliferationsrelevanten Genen (Schréder et
al., 2002). Sie besitzen im Vergleich zu von y-Retroviren abgeleiteten Konstrukten ein geringeres

Potential an Insertionsmutagenesen (Genotoxizitdt) (Modlich & Baum, 2009).

1.3.1 Lentivirale Vektoren

Aufgrund der zuvor erwdhnten Eigenschaften sind lentivirale Vektoren derzeit, fir eine dauerhafte
genetische Verdnderung von Zielzellen und deren Nachkommen, die Vektoren der Wahl. Sie werden
in verschiedenen klinischen Studien eingesetzt (Escors & Breckpot, 2010). Den Stand der Technik
bilden hier replikationsinkompetente selbst-inaktivierende (SIN) Vektoren (Buchholz & Cichutek,
2006). Die SIN-Konfiguration zeichnet sich dadurch aus, dass die U3-Region im 3‘-LTR des Vektors
deletiert ist (Scherr & Eder, 2002). Dadurch sind nach reverser Tranksription und Integration des
Vektors dessen endstandige LTR inaktiv. Zudem wird das Transgen (z.B. das antivirale Gen)
ausschlieBlich durch einen internen Promotor exprimiert (Scherr & Eder, 2002). Somit ldsst sich die
unerwiinschte Transkription/Aktivierung chromosomaler, die Insertionsstelle flankierender

Sequenzen weitestgehend minimieren.

Lentivirale Vektorpartikel werden im Regelfall durch Kotransfektion von HEK-293T Zellen produziert.
Hierbei lassen sich beispielsweise von HIV-abgeleitete Vektoren in drei Generationen, abhdngig von
den verwendeten Verpackungsplasmiden, einteilen. Die erste Generation an Verpackungsplasmiden
beinhaltete alle gag/pol Sequenzen, sowie die viralen regulatorischen Gene rev und tat und die
akzessorischen Gene vif, vpr, vpu und nef auf einem Plasmid. Durch Deletion der Gene, welche nicht
fir die Verpackung des Transgens notwendig sind, wurden daraufhin mehrfach attenuierte
Verpackungsplasmide der zweiten Generation entwickelt (Zufferey et al., 1997). Hier wurden die
akzessorischen Gene vif, vpr, vpu und nef entfernt, ohne Einfluss auf die Vektormenge und deren
Infektiositdat zu nehmen. Durch die Entfernung dieser Gene wurde ebenfalls das Risiko verringert,
dass durch Rekombination replikationskompetente Lentiviren entstehen. Die Sicherheit bei den
Vektoren der dritten Generation wurde weiter verbessert, indem das Transgen ausschlieBlich durch
einen internen Tat-unabhdngigen Promotor exprimiert wird. Zudem wird das essenzielle Rev Protein

nun von einem eigenstandigen Plasmid exprimiert (Dull et al., 1998).
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Die in dieser Arbeit verwendeten lentiviralen Vektoren entsprechen der 3. Generation und weisen

die SIN-Konfiguration auf (Abbildung 7).

A

Transferplasmid:
HIV (R, US) HIV (AU3, R, US)

RSV (U3) USE/

_o— e ]
| >

sD SA

Verpackungsplasmide:

gag/pol m-ﬂ--__u -

. Promotor

| Exprimiertes Protein
rev i )

| Regulatorisches Element

- Transgen

Abbildung 7: Schematische Darstellung replikationsinkompetenter lentiviraler SIN-Vektoren. A. Die SIN-
Konfiguration ist durch eine Deletion (AU3, R, U5) im HIV 3’-LTR und die Substitution der HIV U3-Sequenz im
5’-LTR durch den U3-Bereich des Rous Sarcoma Virus (RSV) LTR charakterisiert. Nach reverser Transkription
tragen die Vektoren den deletierten 3’-SIN LTR an beiden Termini (5’- und 3’-Ende). Die Expression des
Transgens wird durch einen starken internen Promotor gesteuert. Die Transgen-Expression wird zudem
durch das Woodchuck Hepatitis Virus (WHV) und das Posttranscriptional Regulatory Element (PRE)
verbessert. Ein Upstream Polyadenylation Enhancer Element (USE) optimiert die Termination der Transgen-
Transkription (mMRNA ist als Pfeil angedeutet). Ferner enthalten die Vektoren ein von HIV-stammendes
Verpackungssignal (W), Rev Response Element (RRE), zentralen Polypurin-Trakt (cPPT) und SpleiRsignale (SD,
SpleiR-Donor; SA, SpleiR-Akzeptor). Im unteren Teil der Abbildung sind die Verpackungsplasmide der 3.
Generation dargestellt.

1.3.1.1 Integrations-defiziente lentivirale Vektoren

Wie zuvor aufgefiihrt stellen derzeit bei der HIV/AIDS-Gentherapie lentivirale SIN-Vektoren den
Stand der Technik zur stabilen Insertion von Transgenen dar. Diese Eigenschaft ist besonders wichtig,
wenn eine Langzeit-Expression des antiviralen Transgens erwiinscht ist, wie beispielsweise die
Expression von RRE RNA-Decoy Sequenzen in CD34" HSC (Bauer et al., 2000; Kohn et al., 1999). Ist
jedoch nur eine kurzzeitige Expression des viralen Transgens erwiinscht, wie beispielsweise die
Entfernung des proviralen Genoms durch die Tre-Rekombinase, kénnten Integrations-defiziente (ID)
lentivirale Vektoren eine attraktive Alternative darstellen. Aufgrund des modularen Aufbaus der
Verpackungskonstrukte ist es moglich, durch Modifizierung des gag-/pol-Verpackungsplasmids (Dull
et al., 1998; Naldini et al., 1996) nicht-integrierende SIN-Vektorpartikel zu generieren (Yafiez-Mufioz
et al., 2006) und hierdurch das Risiko von Insertionsmutagenese weiter deutlich zu verringern.
Konkret kann dies durch Einfliihrung einer inaktivierenden Mutation im katalytischen Motiv der

Integrase (D64V) erreicht werden (Leavitt et al.,, 1996). Hierdurch wird weder die reverse
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Transkription, noch der Transport der proviralen DNA in Form des Praintegrationskomplexes in den
Zellkern beeinflusst. Die lentivirale DNA liegt hierbei als Episom vor, welches zur Expression des

Transgens dient.

1.3.2 Adenovirale Vektoren

Wie die Integrations-defizienten lentiviralen Vektoren besitzen adenovirale Vektoren im Regelfall
nicht die Moglichkeit aktiv ins Genom zu integrieren, was wiederum die Gefahr von
Insertionsmutagenesen verringert. Bis heute sind u.a. deshalb adenovirale Vektoren die meist
verwendeten gentherapeutischen Vektoren in klinischen Studien (22,8% Stand Juni 2014,
http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/). Sie finden besonders Verwendung bei
neoplastischen Erkrankungen, wo eine transiente Genexpression erwiinscht ist (Douglas, 2007).
Adenovirale Vektoren besitzen eine hohe Transfektions-Effizienz in vivo und ex vivo. Wie die
lentiviralen Vektoren konnen sie teilende, sowie ruhende Zellen infizieren. Sie sind durch hohe
Genexpressionsraten charakterisiert und kdnnen als hochtitrige Praparate hergestellt werden (bis zu
10" plaque forming units/ml). Ein GroRteil der verwendeten adenoviralen Vektoren leiten sich vom
Adenovirus Typ 2 bzw. Typ 5 (Spezies C) ab, wobei sie sich in drei Generationen unterteilen lassen

(Volpers and Kochanek, 2004; Abbildung 8).

A

E1AE1IB MLP E3
D_'D_' > L1 L2 L3 L4 > L5
l l l l l Adenovirus 5-
Genom
A —— — —
E2B E2A<<] E4 <
Men Erste Generation
AE3 E1 (zE3) deletiert
D>Transgen Zweite Generation
——— == E1(+E3)+ E2/E4
AE2 AE3 AE4 deletiert
DTransgen | D Transgen Il Dritte Generation
Nicht kodierende »gutless“-Vektor

Fill-DNA

Abbildung 8: Schematische Darstellung des Adenovirus 5-Genoms und davon abgeleiteter Vektor-
Generationen (modifiziert aus Volpers and Kochanek, 2004). A. Promotoren sind als graue Dreiecke, frihe
(E) und spate (L) mRNAs sind als schwarze Pfeile dargestellt.

Vektoren der ersten Generation zeichnen sich durch eine Deletion des essenziellen E1-Gens aus,

welches fiir die Regulation der Expression der viralen Gene verantwortlich ist. Zusatzlich kann eine
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Deletion des nicht essenziellen E3-Gens vorliegen. Hiermit erlangt die Vektorgeneration eine
Verpackungskapazitdt von 8 kb an Fremd-DNA (Volpers & Kochanek, 2004). Die Vektoren sind
replikationsdefizient, konnen jedoch Zielzellen noch effizient transduzieren. Fir die Generierung der
Vektoren sind Verpackungszelllinien notwendig, beispielsweise HEK-293 Zellen, die das E1-Gen in
trans bereitstellen (Graham et al., 1977). Die zweite Generation zeichnet sich durch eine weitere
Deletion, der E2- und/oder E4-Gene, aus (Armentano et al., 1995; Engelhardt et al., 1994). Diese sind
fir die virale Translation, Transkription und Regulation zelluldrer Funktionen zustdndig. Durch diese
Deletionen wurde die Verpackungskapazitdt des entsprechenden Vektors bis auf 14 kb erhoht
(Danthinne & Imperiale, 2000). Die neueste 3. Vektorgeneration zeichnet sich durch die fast
vollstandige Entfernung samtlich kodierender viraler Sequenzen aus. Lediglich die beiden
essenziellen, endstdandigen ITRs (Inverted Terminal Repeats), sowie das Verpackungssignal W sind
noch im Vektor enthalten. Diese Vektoren besitzen eine Verpackungskapazitat von bis zu 36 kb an
Fremd-DNA (Alba et al., 2005). Fir die Produktion dieser Vektoren wird ein Helfervirus benétigt, das
samtliche fir die Virusreplikation und die Virushiille benétigten Funktionen in trans bereit stellt
(Volpers & Kochanek, 2004). Die Herstellung und Aufarbeitung dieser Vektoren ist daher technisch
sehr aufwendig, da es jederzeit zu Kontaminationen mit dem Helfervirus kommen kann.

Verschiedene Protokolle wurden hierzu etabliert, um dieses Risiko zu verringern (Alba et al., 2005).

1.3.2.1 Chimadre adenovirale Vektoren

Fir eine gentherapeutische Behandlung von HIV ist der Gentransfer in CD4" T-Lymphozyten, bzw. in
CD34" HSC von essenzieller Bedeutung. Allerdings besitzen von Adenovirus 2 oder 5 abgeleitete
Vektoren (Species C) nur eine sehr begrenzte Fahigkeit diese Zelltypen zu infizieren (Horvath &
Weber, 1988). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass Adenoviren der Spezies B im Vergleich eine
deutlich héhere Infektionsrate von T-Lymphozyten und HSC aufweisen (Jaras et al., 2007; Segerman
et al., 2006). Hierfir wurde das CD46 Molekil als zellularer Rezeptor identifiziert (Gaggar et al.,
2003). CD46, auch humanes Membran-Kofaktor-Protein (MCP) genannt, ist Teil des
Komplementsystems und wird ubiquitar auf allen kernhaltigen Zellen gebildet (Liszewski et al., 1991,
2005). Die Fahigkeit, die genannten Zelltypen zu infizieren, ist abhangig von der Fiber der jeweiligen
Adenovirus-Spezies. Dazu kann das Fiber-kodierende Gen durch das jeweils entsprechende Gen der
gewlinschten Spezies ersetzt werden (fiber-swapping). Auf diese Weise wurde die Fahigkeit T-
Lymphozyten und HSC zu infizieren auf den Adenovirus 5 Gbertragen (Stevenson et al., 1997; Yu et

al., 2007).

Der in dieser Arbeit konstruierte chiméare adenovirale Vektor entspricht der ersten Generation mit

Modifikationen im E4-Gen und besitzt die Fiber des Adenovirus 11 der Spezies B.
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1.4 Aufgabenstellung und Zielsetzung dieser Arbeit

Mit 35 Millionen HIV-infizierten Menschen weltweit hat die Ausbreitung von AIDS einen neuen
Hochststand erreicht. Durch die Einflihrung von antiretroviraler Kombinationstherapie (cART) konnte
der Lebensstandard von HIV-Infizierten deutlich verbessert und die Lebenserwartung erhéht werden.
Die Therapie ermoglicht es den Patienten, einen annahernd normalen Lebensalltag zu fihren,
vergleichbar mit einer chronischen Erkrankung. Jedoch ist eine Heilung von HIV nicht moglich, da HIV
sein Erbgut stabil in das Genom der Wirtszelle integriert und cART zwar die Virusvermehrung
unterdriickt, nicht aber das integrierte Virus zum Ziel hat und dadurch die Infektion nicht rlickgangig

machen kann.

Die HIV-spezifische Tre-Rekombinase bietet erstmals die Moglichkeit, die integrierte provirale DNA
wieder zu entfernen und dadurch prinzipiell die Heilung von HIV-Patienten zu ermoglichen. Im
Rahmen dieser Doktorarbeit soll der Gentransfer von Tre-Rekombinase-kodierenden Sequenzen mit
Hilfe episomal persistierender Vektoren in HIV-infizierten menschlichen CD4" T-Zellen untersucht
werden. Grundsatzlich spielt bei jeder Gentherapie die Vektor-Technologie und die damit
zusammenhadngenden Sicherheitsaspekte eine wichtige und nicht zu vernachldssigende Rolle.
Besonders hinsichtlich der HIV/AIDS-Gentherapie kénnte beispielsweise eine transiente Expression
des antiviralen Gens von groBem Vorteil sein. Die nicht permanente genetische Modifizierung der
Wirtszelle, sowie die konditionale Expression des antiviralen Transgens ausschlielllich in HIV-

infizierten Zellen, kénnte die Sicherheit einer entsprechenden Gentherapie weiter erhéhen.

Konkret soll untersucht werden, ob durch transiente und konditionale Expression der Tre-
Rekombinase signifikante antivirale Effekte ohne toxische Nebenwirkungen erzielt werden kdnnen.
Die erhaltenen Ergebnisse stellen die Basis fiir eine auf adulten T-Lymphozyten beruhende

Therapiestrategie dar (siehe 1.2).
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2.1 Bakterienstamme

Name Genotyp Herkunft
XL10 Gold Tetr, A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, Stratagene
supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac, Hte [F’, proAB, (La Jolla, CA)
laclgZAM15, Tn10, (Tet’), Amy, Camr]a
XL1-Blue hsdR17 endA1l supE44 thi-1 recAl gyrA96 relAl lac [F’ Agilent
proAB laclg ZAM15 Tn10 (TcR )] (La Jolla, CA)
XL2-Blue recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, relAl, supE44, lac Agilent
[F', proAB, laclgZAM15, Tn10 (Tetr), Amy, Camr] (La Jolla, CA)
2.2 Eukaryotische Zelllinien
Name Beschreibung Herkunft
HEK-293 Humane, embryonale Nierenzelllinie; die die E1 Region ATCC Nr.CRL-1573
des Adenovirus 5 stabil exprimiert, Helferzelllinie
HEK-293T Humane, embryonale Nierenzelllinie, exprimiert das ATCC Nr CRL-11268
groRe T-Antigen des SV40 Virus
Hela Humane epitheliale Zelllinie, isoliert aus einem Zervix- ATCC Nr. CCL-2
Karzinom
Hela-Smurf Humane epitheliale Cervixkarzinomzelllinie, beinhaltet Dr. Helga Hofmann-
stabil integriertes NLT2AenvBLB Sieber, HPI
(Hamburg)
Hela-tat-llI Humane epitheliale Cervixkarzinomzelllinie, beinhaltet NIH Nr. 502
Teile des Genoms von pHBXc2, exprimiert tat Protein
Jurkat TAg Humane T-Zelllinie, exprimiert das grofSe T-Antigen des Dr. Ralph
SV40 Virus; ,Jurkat T-Zellen” Kehlenbach,
Universitat
Gottingen

2.3 Primadre eukaryotische Zellen

Name

Beschreibung

(Gottingen)

Herkunft

PBMC

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes
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2.4 \Viren

2.4.1 Humane Immundefizienz Viren

HlV'lBaLIUCZ

2.5 Medien

CCR5-troper HIV-1 Laborstamm, Virus basiert auf dem NL4-3-Virus
mit der loxLTR-Erkennungssequenz (Tanzania lIsolat); das env-Gen
wurde durch env von HIV-1 Bal ersetzt, das nef-Gen wurde durch die

kodierende Sequenz der Luciferase 2 (Promega, Mannheim) ersetzt.

2.5.1 Maedien fiir die Anzucht von Bakterien

Luria-Bertani-Medium
(LB-Medium)

Luria-Bertani-Agarplatten
(LB-Platten)

Thym-Broth
(kompetente Bakterien)

SOC-Medium

10 g/I Bacto-Typton; 5 g/l Bacto-Hefeextrakt; 8 g/l NaCl; 1 g/l Glucose.
Der pH-Wert wurde mit Natriumhydroxid auf pH 7.2 eingestellt.

15 g Agar wurden in 1 | LB-Medium gel6st und autoklaviert. Nach
Abkuhlen auf 55°C wurde 1 mg/ml Ampicillin zugegeben.

2% Bacto-Trypton, 5% Bacto-Hefeextrakt, 0,1 M NaCl, 0,01 M MgCl,

10 g/| Caseinhydrolysat, 5 g/| Hefeextrakt, 5 g/l Natriumchlorid, 12,5
ml/l 1M MgCl,-Losung, 12,5 ml/l 1M MgSO,-Losung, 20 ml/l, 20%
Glucoseldsung

2.5.2 Medien fiir Kultivierung von eukaryotischen Zellen

Name Zusammensetzung

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium (Biochrom, Berlin); zur Kultivierung
von 293, 293T, Hela, Hela-tat-lll und HeLa-Smurf Zellen;

Zugabe von 10% FKS (Biochrom, Berlin), 3,75 mg/mL NaHCO3, 1 mM
Natriumpyruvat, 2 mM L-Glutamin, optional 0,05 mg/mL
Penicillin/Streptomycin.

DMEM-0 Dulbeccos Modified Eagle Medium (Biochrom, Berlin), zur
adenoviralen Transduktion von HEK-293, HEK-293T, Hela, HelLa-Smurf
und Hela-tat-lll

OptiMEM OptiMEM (Gibco BRL, Eggenstein); serumreduziertes Medium zur
Transfektion von Zellen

RPMI-Medium RPMI-1640 Medium (Lonza, Verviers, Belgien); zur Kultivierung von
Jurkat T-Zellen und PBMC;

Zugabe von 10% FKS (PAN-Biotech), 2 mM L-Glutamin, 0,05 mg/mL
Penicillin/Streptomycin
RPMI-0 RPMI-1640 Medium (Lonza, Verviers, Belgien); zur adenoviralen

Transduktion von Jurkat T-Zellen und PBMC
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RPMI-1%

2.5.3 Einfriermedien

Name

RPMI-1640 Medium (Lonza, Verviers, Belgien); zur Kultivierung von
PBMC wihrend der Anti-CD3/CD28 Dynabeads® Stimulation;
Zugabe von 1% FKS (PAN-Biotech), 2 mM L-Glutamin, 0,05 mg/mL

Penicillin/Streptomycin

Zusammensetzung

Einfriermedium

2.5.4 Medienzusatze
Blasticidin-S
DMSO

Fotales Kalberserum (FKS)

G418, Genetecin
L-Glutamin

NaHCOs, 7,5% Fertiglosung
Natriumpyruvat
Penicillin/Streptomycin
Humanes AB Serum

0,05% Trypsin/EDTA

2.6 Oligonukleotide

Einfriermedium zur Kryokonservierung eukaryotischer Zelllinien;
FKS (PAN Biotech), 10% DMSO (Sigma-Aldrich, Miinchen)

InvivoGen (Toulouse)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Biochrom (Berlin)

PAN Biotech (Aidenbach)
Gibco BRL (Eggenstein)
Biochrom (Berlin)
Biochrom (Berlin)
Biochrom (Berlin)
Biochrom (Berlin)

PAN Biotech (Aidenbach)

Biochrom (Berlin)

Alle synthetisch hergestellten Oligonukleotide wurden von Sigma-Genosys (Steinheim) bezogen.

2.6.1 PCR-Primer

Name Sequenz (5‘-3 Richtung) Funktion

Primer und Sonden fiir quantitative Real-Time PCR:

GAPDHs GTCATCAATGGAAATCCCATCA Quantifizierung der GAPDH
GAPDHas TGGTTCACACCCATGACGAA mRNA Menge
GAPDH-Sonde FAM-TCTTCCAGGAGCGAGATCCCTC-TAMRA

GAGs ATCAATGAGGAAGCTGCAGAA Quantifizierung der GAG
GAGas GATTATTTGTCATCCATCCTATT DNA Menge

GAG-Sonde FAM-ATTGCACCAGGCCAGATGAGAGAA-

TAMRA
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GFPs
GFPas
GFP-Sonde

HBGs
HBGas
HBG-Sonde

PRE for
PRE rev
PRE-Sonde

Trel.0s
Trel.0as
Trel.0-Sonde

ACAAGCTGGAGTACAACTA
GACCACTACCAGCAGAACA
CAGCCACAACGTCTATATCATG

CTTAATGCCTTAACATTGTGTATAA
ATATATGTGTGCTTATTTGCATATTC
FAM-ACTTTACACAGTCTGCCTAGTACATTAC-
TAMRA

TGCTGCTTTAATGCCTCTGTATCT
ACAGCAACCAGGATTTATACAAGGA
FAM-TGCTTCCCGTACGGCTTTCGTTTTCTC-
TAMRA

CCTTCGAGAGAACCGACTT
CAGAATGCTGATCCACATCGG
FAM- ACATCAGAAACCTGGCCTTTCTG -TAMRA

Primer fiir den Nachweis des Exzisionsprodukts:

Quantifizierung der GFP
DNA Menge

Quantifizierung der HBG
DNA Menge

Quantifizierung der PRE
DNA Menge

Quantifizierung der HBG
DNA Menge

BLB 1110
pNL4-3Gag 5 as

Primer fiir Alu-PCR:

Alu_outer_LV
Alu#SB704as

Alu_nested LV
LTR_rev

GCTGCCCTCTGGTTATGTGTG
CTTAATACCGACGCTCTCGCAC

CTGTGTGGATATGCTGCTTTAATGCCTCTG
TGCTGGGATTACAGGCGTGAG

TCCTGGTTGCTGTCTCTTTATGAGGAGTTG
CACTGACTAAAAGGGTCTGAGGGATCTCTAG

Primer fiir die Konstruktion des adenoviralen Vektorplasmids:

outer Primerpaar fur M-
trope Viren

inner- Primerpaar fir M-
trope Viren

NBO1_1243-Pacl s

NB02_1243-Pacl as

NBO3_1243 Nhe zu
Ecos

NBO4_1243 Paczu
Ecos

NBO5_1243 Ecozu
Xho as

CTGGAGGACGGCGACTGATTGATCAACCACGGG
GTTGGG
CCCAACCCCGTGGTTGATCAATCAGTCGCCGTCC
TCCAG

ATTTAGAATTCAATTCACTCCCAAAGAAGACAAG
ATATCC

ATTTAGAATTCCCACGGGGTTGGGGTTGCGCC

TAAATCTCGAGCTGCAGCCCGGGGGATCCG
TCG

23

Mutation der Pacl
Schnittstelle in
pSHO _Trel.0

Sense Primer bindet im
HIV-LTR Promotor

Sense Primer bindet im
PGK Promotor

Antisense Primer bindet im

GFP
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2.6.2 Sonstige Oligonukleotide

Name Sequenz (5‘-3 Richtung) Funktion

Primer zur Reversen
Transkription von mRNA

Oligo (dT) TTTTTTTTTTTTTTI

2.6.3 Sonstige Nukleinsduren

DNA-Langenstandard

1 kb-Ladder New England Biolabs (Ipswich, MA)
100 bp-Ladder New England Biolabs (Ipswich, MA)
dNTPs Roche (Mannheim)

2.7 Expressionsplasmide

2.7.1 Zur Verfiigung gestellte Expressionsplasmide

Name Beschreibung; kodiert fiir Herkunft

pRSV-Rev Kodiert fiir Rev fiur die Verpackung von Dull et al., 1998
lentiviralen Vektoren, RSV-Promotor

pcMDL.g/p.RRE Kodiert HIV-1 gag/pol fir die Verpackung von Prof. Dr. Axel Schambach,

D64V lentiviralen Vektoren, beinhaltet D64V MHH (Hannover)
Punktmutation der Integrase

pCMV-VSV-G Expression des Hillproteins von VSV Beyer et al., 2002

pSH1 Trel.0 Kodiert fiir Tre1.0 expremierenden lentiviralen Dr.Helga Hofmann-Sieber,
SIN-Vektor HPI (Hamburg)

pHIV/T1/Luc Expressionsplasmid fiir Luziferase, beinhaltet Dr. llona Hauber, HPI
eine Erkennungssequenz (loxLTR) fir die Tre- (Hamburg)

Rekombinase

pHIV/T2/Luc Expressionsplasmid fiir Luziferase, beinhaltet Dr. llona Hauber, HPI
zwei Erkennungssequenzen (loxLTR) fir die Tre-  (Hamburg)
Rekombinase

pcTAT Expressionsplasmid fir Tat cDNA aus HIV-1 HXB-  Malim et al. 1988 Nature
3 Isolat. 335:181-183

pNLT2env(Bal)_Luc2 Expressionsplasmid fir R5-tropen HIV-1 Dr. llona Hauber, HPI
Laborstamm (siehe 2.4.1) (Hamburg)

1952 E1-Box del Zwischenkonstrukt fur die Konstruktion Peter Groitl, HPI
adenoviraler Vektoren (Hamburg)

2321 _Ad5/11_E1 Zwischenkonstrukt fur die Konstruktion Peter Groitl, HPI

del LTR-TRE adenoviraler Vektoren (Hamburg)
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2.7.2 Neu generierte Expressionsplasmide

Name Beschreibung; kodiert fiir

E1_Box_TRE_GFP Zwischenkonstrukt fiir die Klonierung adenoviraler Vektoren
E1l Box_GFP Zwischenkonstrukt fiir die Klonierung adenoviraler Vektoren
Ad5/11_TRE_GFP Adenovirales Vektorplasmid

Ad5/11_GFP Adenovirales Vektorplasmid

2.8 Enzyme

2.8.1 Restriktionsnukleasen/Puffer

Restriktionsnukleasen wurden von New England Biolabs (lpswich, MA) und Thermo Scientific

(Waltham, MA) bezogen und in den vom Hersteller empfohlenen Puffersystemen verwendet.

2.8.2 Sonstige Enzyme

Alkalische Kalbsphosphatase New England Biolabs (Ipswich, MA)
Antarktische Phosphatase New England Biolabs (Ipswich, MA)
M-MLV Reverse Transkriptase Promega (Mannheim)

Phusion® High Fidelity Polymerase Fermentas Thermo Scientific

(St. Leon-Rot)
Proteinase K Sigma-Aldrich (Miinchen)

T4 DNA Ligase Roche (Mannheim)

2.9 Zytokine

Name Stocklosung Herkunft
Rekombinantes humanes Interleukin 2 5000 U/ml CellGenix (Freiburg)
(rh 1L-2)

2.10 Antikorper

2.10.1 Primdrantikoérper fiir die Western Blot-Analyse

Antikorper Spezies Verdiinnung Herkunft
anti-a-Tubulin Maus 1:5.000 Sigma-Aldrich (Miinchen)
anti-GFP Huhn 1:2.000 Novus Biologicals
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anti-GAPDH
anti-Tat HIV-1

anti-Tre

Kaninchen
Kaninchen

Kaninchen

1:2.000
1:2.000
1:2.000

2.10.2 Sekundarantikorper fir die Western Blot-Analyse

(Littleton, CO)
Sigma-Aldrich (Minchen)
Abcam (Cambridge)

Biogenes GmbH (Berlin)

Antikorper Spezies Markierung Herkunft

anti-Maus IgG Ziege IRDye 700DX (rot) Licor (Bad Homburg)
anti-Kaninchen IgG Ziege IRDye 700DX (rot) Licor (Bad Homburg)
anti-Maus IgG Ziege IRDye 800CW (griin) Licor (Bad Homburg)
anti-Kaninchen IgG Ziege IRDye 800CW (griin) Licor (Bad Homburg)
anti-Huhn IgG Esel IRDye 700DX (rot) Licor (Bad Homburg)

Die Fluoreszenzmarkierte Antikdrper wurden in einer Verdiinnung von 1:10.000 verwendet.

2.10.3 Fluoreszenzmarkierte Antikorper zur FACS-Analyse

Name Markierung Herkunft

Milli Mark™ anti-CAR PE Merck Chemicals
(Schwalbach)

anti-human CD46 FITC BioLegend (San Diego,
CA)

anti-human CD4 V500 BD Bioscience (San
Diego, CA)

Mouse IgG1 K Isotype Control PE BD Bioscience (San

Mouse IgG1 K Isotype Control

2.11 Reagenzsysteme

5 PRIME 2,5x PCR MasterMix

AlamarBlue Assay

Biorad Protein Assay (Bradford Reagenz)

Dead Cell Apoptosis Kit

DNA Minipraparations-Kit

Alexa Fluor® 488
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Diego, CA)

BD Bioscience (San
Diego, CA)

5 PRIME (Hamburg)

AbD Serotec (Diisseldorf)
Biorad (Milinchen)
Invitrogen (Karlsruhe)

Qiagen (Hilden)
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DNA Maxipraparations-Kit Qiagen (Hilden)
LIVE/DEAD® Fixable Aqua Dead Cell Stain Kit Invitrogen (Karlsruhe)

Luciferase Reporter Assay System Promega (Mannheim)

MTT-Assay

Platinum gPCR SuperMix-UDG
QlAmp DNA (Blood) Mini Kit
QIAquick PCR Purification Kit

QlAquick Gel Extraction Kit

QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit

Rapid DNA-Ligation-Kit

TriFast

2.12 Chemikalien

Acrylamid/Bis (29:1)
Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin

Bradford Reagenz
Bromphenolblau
Chloroform
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethidiumbromid (EtBr)
Ficoll Type 400
Kalberserumalbumin (BSA)
Kanamycin

Lipofectamine 2000

Magermilchpulver
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Roche (Mannheim)

Life Technologies (Darmstadt)
Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Stratagene (La Jolla, CA)
Roche (Mannheim)

Peqglab (Erlangen)

Biorad (Miinchen)
Peglab (Erlangen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Roche (Mannheim)
BioRad (Mlinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Biomol (Hamburg)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Roche (Mannheim)
Invitrogen (Karlsruhe)

Saliter (Obergiinzburg)
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N, N, N’, N’-Tetramethylendiamin (TEMED)
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
Phytohemagglutinin (PHA-P)

Polybren

Polyethylenimin (PEI)

Propidiumiodid

Protaminsulfat

Proteinase K

Triton X 100

Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Minchen)
Polysciences (Eppelheim)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)

Roth (Karlsruhe)

Sonstige verwendete, nicht spezifisch aufgefiihrte chemische Reagenzien wurden von folgenden

Firmen bezogen:

Amersham Biosciences (Freiburg), Bayer (Leverkusen), BioRad (Minchen), Roche (Mannheim),

Calbiochem (La Jolla, USA), Fluka (Buchs, Schweiz), Gibco BRL (Eggenstein), Merck (Darmstadt)

Pharmacia (Uppsala, Schweden), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), Sigma-Aldrich (Miinchen),

Peglab (Erlangen), Biomol (Hamburg). In der Regel wurde der Reinheitsgrad ,zur Analyse”

verwendet.

2.13 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial und Plastikwaren stammten von den Herstellern Greiner (Frickenhausen), Nunc

(Langenselbold), Renner (Dannstadt) und Sarstedt (Niimbrecht).

Filterpapier
Protrane Nitrocellulosemembran
Sterilfilter 0,45 um

Whatman 3MM Papier

28

GE Healthcare Life Sciences (Freiburg)
Schleicher&Schll (Dassel)
Costar (Cambridge, MA USA)

Whatman (Maidstone)
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2.14 Losungen und Puffer

Name

Zusammensetzung

DNA Ladepuffer (10 x)

E1A Zelllysepuffer

FACS-Puffer
PBS
PBS/EDTA
Ponceau S

Protease-Inhibitoren
(Stammloésungen):

- Aprotinin (1000 x)
- Leupeptin (1000 x)
- Pefabloc® SC (200 x)
- Pepstatin A (200 x)

Protein-Probenpuffer (2x)

Protein-Probenpuffer (6x)

SDS Laufpuffer

SDS Sammelgelpuffer
SDS Trenngelpuffer
TAE (50x)

Thf |

Tbf Il

TBS (10x)
TBS-T (1x)
TE-Puffer

Western Blot-Puffer

50% Glyzerin; 20 mM Tris-HCI pH 8.0; 20 mM EDTA; 0,01%
Bromphenolblau

50 mM HEPES-KOH pH 7.5; 150 mM NaCl; 0,1% NP40; immer
frisch Protease- und Phosphatase-Inhibitoren

2% FKS; 1 mM EDTA in PBS
120 mM NaCl; 17 mM Na,HPO,4; 3 mM KH,PO,; pH 7.2
1 mM EDTA in PBS

2% Poceau S; 30% Trichloressigsaure; 30% Sulfosalicylsdure

5 mg/ml in 50% Glyzerin/PBS
5 mg/mlin 50% Glyzerin/PBS
25 mg/ml in 50% Glyzerin/PBS
1 mg/ml in Methanol

250 mM Tris-HCI pH 8.8; 10% SDS; 36% Glycerin; 600 mM DTT;
0,01% Bromphenolblau

250 mM Tris-HCI pH 8.8; 10% SDS; 36% Glycerin; 600 mM DTT;
0,01% Bromphenolblau

250 mM Tris-HCl; 1,92 M Glycin; 0,1% SDS

250 mM Tris-HCI, pH 6.8; 0,4% SDS

1,875 M Tris-HCI, pH 8.8; 0,4% SDS

2,0 M Tris, 1 M Na-Acetat pH 7.4; 50 mM EDTA

30 mM Kaliumacetat, 50 mM MnClz; 100 mM KCI;10 mM CaClz;
15% Glyzerin

10 mM MOPS pH 7.0; 75 mM CaCl2; 10 mM KClI; 15% Glyzerin
1,5 M NaCl; 100 mM Tris-HCIl pH 7.6

150 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI pH 7.6; 0,2% Tween 20

10 mM Tris; 0,1 mM EDTA pH 8.0

250 mM Tris-HCl; 192 mM Glycin; 20% Methanol
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3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Herstellung chemisch-kompetenter Bakterien zur Transformation

Fir die Herstellung chemisch-kompetenter E.coli Bakterien zur Transfektion von Plasmiden wurde
eine Vorkultur von 10 ml Thym-Broth-Medium ohne Antibiotikum mit einer Kolonie des
entsprechenden E.coli Stamms von einer Stammplatte (10 mM MgS04, ohne Antibiotikum)
angeimpft und Giber Nacht bei 37°C im Schittler inkubiert. Mit Hilfe dieser Vorkultur wurden 500 ml
Thym-Broth-Medium angeimpft und im Schittler bei 37°C bis zu einer Optischen Dicht (OD) von 0,5 —
0,6 kultiviert. AnschlieBend wurden die Bakterien bei 3.000 x g pelletiert, in 150 ml sterilen Tbf |
Puffer aufgenommen, griindlich resupendiert und fir 30 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden
erneut pelletiert, in 20 ml sterilen Tbf Il Puffer resupendiert, in Aliquots von 200 ul aufgeteilt und bei

-80°C bis zur weiteren Verwendung aufbewahrt.

3.1.2 Transformation von Plasmiden in E. coli

3.1.2.1 Hitzeschock-Transformation von Bakterien

Fiir die Hitzeschock-Transformation von DNA in Bakterien wurden 200 ul chemisch-kompetente E.coli
Bakterien (XL10 Gold, Stratagene (La Jolla, CA)) auf Eis aufgetaut. Zu den Bakterien wurden 0,5 — 1,0
pug Plasmid-DNA oder ein gesamter Ligationsansatz hinzugegeben und vorsichtig vermengt. Der
Ansatz wurde fur 30 min auf Eis inkubiert und fir 90 sec bei 42°C erwarmt (Hitzeschock). Hiernach
wurden die Zellen fiir weitere 2 min auf Eis inkubiert und 500 ul (Ligationsansatz) oder 1 ml
(Plasmidtransformation) SOC-Medium ohne Antibiotikum versehen und fir mindestens 30 min bei
37°C inkubiert. AnschlieRend wurden 100 ul des Ansatzes auf Antibiotikum-haltigen LB-Agarplatten

ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

Alternativ wurde DNA mittels Hitzeschock Transformation in chemisch-kompetente E.coli Bakterien

XL1-Blue oder XL2-Blue (Stratagene, La Jolla, CA) nach Hersteller Angaben eingebracht.

3.1.3 Kultivierung von Bakterien zur Plasmid-Isolierung

Zur Vermehrung der in vitro rekombinierten Plasmide, wurden die Bakterien in Schittelkulturen a 5
ml (Minipraparation) bzw. 250 ml (Maxiprdparation) LB-Medium mit Antibiotikum fir 16 h bei 37°C
propagiert. Fir die Langzeitlagerung der mit Expressionsplasmiden transfomierten Bakterien wurden

600 ul Bakterienkultur mit 600 pl Glyzerin versetzt und bei -80°C gelagert.
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3.1.4 DNA-Standardmethoden

3.1.4.1 DNA Auftrennung im Agarosegel

Zur qualitativen und quantitativen Analyse von DNA wurde diese im Ethidiumbromid-haltigen 1%
Agarosegel bei 100 V in einer Gelelektrophoresekammer von Biorad (Minchen) fir 30 min
aufgetrennt. Die aufgetrennte DNA konnte im Anschluss anhand des in die DNA interkalierenden
Ethidiumbromids auf dem UV-Transilluminator von UVP (Upland; CA) visualisiert werden. Anhand
eines DNA-Standard-Marker von NEB (lpswich, MA) konnten die einzelnen DNA FragmentgrofRen

bestimmt werden.

Fir die Analyse von grofRen DNA-Konstrukten tber 25 kb wurden Ethidiumbromid-haltige 0,6%
Agarosegele verwendet, welche iber Nacht bei 40 V in einer Gelelektrophoresekammer von Peqlab

(Erlangen) aufgetrennt wurden.

3.1.4.2 DNA Gelextraktion
Die zuvor Uber ein 1% Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmente wurden mit einem Skalpell
ausgeschnitten und mit Hilfe des QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen (Hilden) nach Hersteller

Angaben aufgereinigt.

Die zuvor Uber ein 0,6% Agarosegel aufgetrennten DNA-Fragmenten wurden mittels Sorvall RC 5B
Plus Zentrifuge bei 14.000 x g bei 10°C fiir 2h aus dem Gel heraus zentrifugiert. Das im Uberstand
befindliche Plasmid wurde mit Natriumacetat (3 M) und 1 Volumen Isopropanol geféllt und gereinigt

(3.1.4.6).

3.1.4.3 Restriktionsanalyse
Der Verdau von DNA wurde mit Restriktionsenzymen der Firma NEB (Ipswich, MA) und Fermentas

Thermo Scientific (St. Leon-Rot) nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.

3.1.4.4 Dephosphorylierung von DNA
Die fir eine Ligation erforderliche Desphosphorylierung von DNA-Enden erfolgte mit der alkalischen
Kalbsphosphatase von Roche (Mannheim) nach Angaben des Herstellers. Alternativ wurde die

Antarktische Phosphatase der Firma NEB (Ipswich, MA) nach Hersteller Angaben verwendet.

3.1.4.5 Ligation
Die Ligation von DNA wurde mittels des Rapid-Ligation Kits von Roche (Mannheim) nach Angaben
des Herstellers durchgefiihrt. Hierbei wurden Vektor- und Insert-DNA durch die Bildung von

Phosphordiesterbindungen miteinander verknipft.
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3.1.4.6 Féllung und Aufreinigung von DNA
Nukleinsduren wurden mit 50% Isopropanol oder mit 10% 5 M NaCl und 2,5 x Volumen 100% Ethanol

geféllt und im Anschluss mit 70% Ethanol zur Entfernung von Salzen gewaschen.

Alternativ wurden Nukleinsduren mit 1/10 Volumen Natriumacetat (NaAc, 3 M) und 1 Volumenteil

Isopropanol gefallt und im Anschluss mit 70% Ethanol zur Entfernung von Salzen gewaschen.

Das DNA-Pellet wurde jeweils luftgetrocknet und in einem adaquaten Volumen H,0 oder Tris/HCI

(10 mM) aufgenommen.

3.1.4.7 Konzentrationsmessungen von Nukleinsduren
Die photometrische Konzentrations- und Reinheitsbestimmung wurde am Beckman DU 640
Spektralphotometer von Beckman Coulter (Krefeld) durchgefiihrt. Eine OD,g von 1 entsprachen 50

ug/ml DNA bzw. 40 pug/ml RNA.

3.1.4.8 Sequenzierungen von Nukleinsiauren
DNA-Sequenzierungen wurden von Sequence Laboratories (Seglab, Gottingen) durchgefihrt. Die
DNA zusammen spezifischen Sequenzierungsprimern wurde nach Angaben des Sequenzierungs-

Labors vorbereitet und an dieses versendet.

3.1.5 Phenol-Chloroform Extraktion

Um aus wassrigen DNA- oder RNA-LGsungen Proteine (z.B. Restriktionsenzyme) zu entfernen, wurde
eine Phenol-Chloroform Extraktion durchgefiihrt. Hierfiir wurden die aufzureinigenden Proben im
Verhéltnis 1:2 mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) vermengt. Mittels starken Vortexen
wurden die Proteine aus der Losung extrahiert und diese lber Zentrifugation (5 min bei 20.000 x g) in
eine wassrige und organische Phase getrennt. Die obere, wassrige Phase enthielt nach der
Phasenauftrennung die Nukleinsdauren und wurde vorsichtig abgenommen, mit 50% Isopropanol
gefallt, fir mindestens 30 min bei RT inkubiert und anschliefend bei 20.000 x g fir 30 min
zentrifugiert. Das DNA- oder RNA-Pellet wurde danach mit 80% eiskalten Ethanol gewaschen,

getrocknet und in RNAse freiem H,0 gel6st.

3.1.6 Isolierung von RNA

Die gesamtzelluldre-RNA wurde mittels TRIFast Reagenz (Peglab, Erlangen) isoliert. Die Zellen
wurden mit 1x PBS gewaschen, in 800 ul TRIFast aufgenommen und bei -80°C eingefroren. Fiir die
Isolierung wurden die Proben aufgetaut, 5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und mit 200 pl
Chloroform versetzt. Durch starkes Vortexen wurde eine vollstandige Phasendurchmischung erzielt
und die Proben erneut bei Raumtemperatur fir 3 min inkubiert. Nach 15 min Zentrifugation bei

12.000 x g und 4°C, wurde die obere klare RNA-haltige Phase abgenommen und mittels Phenol-
32



Methoden

Chloroform Extraktion aufgereinigt (siehe 3.1.5). Das RNA-Pellet wurde in 20 pl RNAse freiem H,0
geldst und bei -80°C gelagert.

3.1.7 Isolierung von genomischer DNA

Die Isolierung genomischer DNA aus 2-5 x 10° Zellen wurde mit dem QIAmp DNA (Blood) Mini Kit
(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Fiir die Maximierung der genomischen
DNA Menge wurde fir die Elution 50 ul Nuklease-freies Wasser verwendet. Die Lagerung der Proben

erfolgt bei 4°C.

3.1.8 Reverse Transkription von mRNA

Die isolierte mRNA wurde fiir die Untersuchung der Genexpression mit der reversen Transkriptase
des M-MLV (moloney murine leukemia virus, Promega, Mannheim) nach Herstellerangaben in cDNA
umgeschrieben. In einem Reaktionsvolumen von 20 pl wurden 2 pg RNA, 100 U reverse
Transkriptase, 100 pmol Oligo(dT) und 20 nmol dNTPs in mitgelieferten Reaktionspuffer eingesetzt.
Der Oligo(dT) Primer ermoglicht eine vollstiandige reverse Transkription alles polyadenylierten

MRNAs. Folgendes Programm Profil wurde verwendet:

Zyklenzahl Temperatur Dauer Vorgang

1 25°C 10 min Hybrisierung Primer/RNA
1 42°C 90 min cDNA-Synthese

1 95°C 5 min Enzyminaktivierung

1 4°C oo

Nach der reversen Transkription wurden die Proben mit 30 pul RNAse freiem H,0 versetzt.

3.1.9 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die PCR (polymerase chain reaction) dient zur spezifischen in vitro Amplifikation von DNA-Sequenzen.
Die Amplifikation setzt sich aus einem zyklischen Prozess zusammen, der aus Denaturierung,
Hybridisierung (Primer-annealing) und Elongation besteht. Die PCR wurde in einem Gene Amp® PCR
System 9700 von Applied Biosystems (Weiterstadt) durchgefiihrt. Exemplarisch ist in folgender

Tabelle ein PCR Programm dargestellt:

Vorgang Dauer Temperatur Zyklenzahl

Initiale Denaturierung 5 min 98°C Keine Wiederholung
Denaturierung 30 sec 98°C

Primer-annealing 10 sec 56°C 30 Zyklen
Elongation 30 sec 72°C

Finale Elongation 7 min 72°C Keine Wiederholung
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Die template-DNA wurde vor Zyklusbeginn fiir 5 min bei 98°C denaturiert. Nachfolgend wurden 25 —
30 Zyklen der PCR durchgefiihrt. Jeder Zyklus beinhaltete eine Denaturierung von 30 sec, auf die die
Hybridisierung spezifischer Primer (Primer-annealing) folgte, welche als Startpunkte fir die
thermostabile Polymerase dienten und so die Elongation der Amplifikate erfolgen konnte. Die
Hybridiserungstemperatur (annealing-Temperatur) richtet sich hierbei nach der Schmelztemperatur
T der verwendeten Primer und wurde (iber die Wallace-Regel Tm= 4x(G+C) + 2x(A+T) abgeschatzt.

Die Elongationszeit richtete sich nach der template GroRRe (15 - 30 sec fiir 1 kb DNA).

Flir semi-quantitative PCR-Analysen wurde die Taq Polymerase in einem 2,5-fachen PCR-Mastermix
von 5PRIME (Hamburg) verwendet. Alle anderen PCRs wurden mit der Phusion® High Fidelity
Polymerase von Fermentas Thermo Scientifc (St. Leon-Rot) durchgefiihrt. Diese Polymerase
zeichnete sich durch eine sehr hohe Prozessivitat und eine sehr geringe Fehlerrate (4,4 x 107) aus.
Fir PCRs bei denen genomische DNA (gDNA) als template DNA diente, wurde grundsatzlich die
Phusion® High Fidelity Polymerase verwendet. Bei der Amplifikation von gDNA, die eine GC-reiche

Sequenz aufwiesen, wurde das vom Hersteller GC-Puffersystem verwendet.

3.1.9.1 Konstruktions-PCR

Fur die Konstruktion von Plasmiden wurden die sense und antisense Primer am 5°-Ende mit der
spezifischen Erkennungssequenz des jeweiligen Restriktionsenzyms versehen. Somit wurde die
Schnittstellensequenz (iber die PCR Amplifizierung an die DNA angefiigt und konnte nach der
Restriktionsanalyse direkt in den Plasmidvektor ligiert werden. Fiir eine verbesserte Anlagerung des
Restriktionsenzyms wurde die Restriktions-Erkennungssequenz mit einem unspezifischen Uberhang

versehen (ATTTA oder TAAAT).

3.1.9.2 Zielgerichtete Mutagenese mit Dpnl — Selektion (QuickChange)

Die zielgerichtete Mutagenese von doppelstrangiger DNA wurde mit Hilfe des QuickChange Site-
Directed Mutagenesis Kit (Agilent, La Jolla, CA) nach Hersteller Angaben durchgefiihrt. Bei diesem
PCR System werden zwei komplementare Oligonukleotide benutzt, die in ihrer Mitte die gewlinschte
Mutation tragen und von nicht modifizierten Nukleotiden flankiert sind. Die Amplifikation wird
mittels dieser Primer durchgefiihrt. AnschlieRend wird der Reaktionsansatz mit dem
Restriktionsenzym Dpnl behandelt. Dpnl erkennt das spezifische Methylierungsmuster der template-
DNA und schneidet diese. So kommt es zum selektiven Abbau der im Reaktionsansatz befindlichen
template-DNA. Das mutierte Plasmid wurde anschlieBRend in XL-1 Blue ultrakompetente

Bakterienzellen (Agilent, La Jolla, CA) transformiert.
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3.1.9.3 Semiquantitative nested-PCR (Alu-PCR)

Integrierte lentivirale Vektor-DNA wurde in einer hochspezifischen nested-PCR nachgewiesen. Diese
PCR basiert auf zwei Schritten, wobei im ersten Schritt (outer-PCR) das gesuchte DNA-Fragment
angereichert und im zweiten Schritt (nested-PCR) das gesuchte Fragment spezifisch nachgewiesen
wird. In der outer-PCR hybridisiert der sense Primer an eine Sequenz im post transkriptionalen
regulatorischen Element (PRE) der Vektor-DNA, wahrend der antisense Primer komplementar zur
repetitiven Alu-Sequenz hybridisierte. Alu-Sequenzen besitzen eine Lange von circa 300 Basenpaaren
(bp) und machen lber 10% des menschlichen Genoms aus (Batzer & Deininger, 2002). Das
gewilinschte Amplikon der outer-PCR dient als Matrize fiir die nested-PCR. Das Primerpaar fir die
nested-PCR bindet innerhalb der ersten Matrize, so wird mit sehr hoher Spezifitat der gewlinschte
Sequenzbereich (Vektorsequenz) generiert. Konkret kénnen nur Vektorsequenzen generiert werden,
wenn der Vektor in das Genom der Zielzelle integriert wurde. Fir die outer-PCR wurden 250 ng
gDNA, 100 pmol Primer und 1 U Phusion® High Fidelity Polymerase von Fermentas Thermo Scientifc
(St. Leon-Rot) in 50 pl angesetzt und das unten aufgefiihrte Programmprofil verwendet. Fir die
nested-PCR wurden 5 pl der outer-PCR verwendet. Das verwendete Protokoll ist in der folgenden

Tabelle aufgefiihrt:

outer-PCR nested-PCR

Zyklenzahl Temperatur Dauer Zyklenzahl Temperatur Dauer

1 98°C 2 min 1 98°C 2 min
98°C 30 sec 98°C 30 sec

25 58°C 30 sec 35 58°C 30 sec
72°C 2 min 72°C 2 min

1 72°C 8 min 1 72°C 8 min

1 4°C oo 1 4°C oo

3.1.9.4 Quantitative Real-Time PCR

Mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR ist es moglich, die DNA-Ausgangsmenge einer Probe zu
bestimmen. Das Prinzip der Methode basiert auf den Einsatz fluoreszierender Reporterfarbstoffe, die
eine Verfolgung der Reaktion in Echtzeit (Real-Time) ermdoglicht. Die jeweiligen Farbstoffe
interkalieren in die sich amplifizierende DNA oder werden bei der Elongation freigesetzt. Dies
resultiert in einem steigendenden Signal welches proportional zur DNA-Menge im Laufe der
fortschreitenden PCR-Reaktion ansteigt. Hierbei kann zwischen Farbstoffen gewahlt werden, die

unspezifisch (SYBR®-Green) oder spezifisch (TagMan™-Sonde) mit der DNA interagieren.

Die relative Quantifizierung der PCR beruht auf der Berechnung des Fluoreszenz-Schwellenwertes

jener PCR-Zyklus, in dem der Wert der Reporterfluoreszenz den der Hintergrundfluoreszenz
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Ubersteigt. Dieser Wert wird C, -Wert oder Threshold Cycle genannt. Durch die Erstellung einer
Standardkurve mittels serieller Verdiinnung eines Standardplasmids, das die zu amplifizierende
Sequenz tragt, kann der Ci-Wert, entsprechend der eingesetzten template-DNA Menge, berechnet
werden. Die Standardkurve dient zur Bestimmung von unbekannten DNA-Proben, deren

Konzentration relativ zu bekannten C.-Werten berechnet werden kann.

In der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieflich die spezifischeren fluoreszenzmarkierte Sonden
verwendet. Diese binden zwischen den verwendeten Primerpaar. Die jeweiligen Sonden sind am 5’-
Ende mit dem Molekil 6-Carboxyfluorescin (FAM, Donor) und am 3’-Ende mit Tetramethylrodamin
(TAMRA, Akzeptor) markiert. Im Ausgangszustand absorbiert das TAMRA Molekil das nach Anregung
ausgestrahlte Fluoreszenzsignal von FAM (iber einen FRET-Effekt (Férster resonance energy transfer).
Hierdurch ist kein Signal messbar, dieser Effekt wird als , Quenchen” bezeichnet. Wahrend der
Elongation der PCR wird jedoch die Sonde durch die 5°-3’-Exonuklease-Aktivitdt der Polymerase
abgebaut. Der Abbau bewirkt, dass sich die Fluorochrome nicht mehr fir das Quenchen in

ausreichender Nahe befinden und es kann ein Fluoreszenzsignal gemessen werden.

Fir die quantitative PCR wurde der Plantinum qPCR SuperMix-UDG (Life Technologies, Darmstadt)
nach Hersteller Angaben verwendet. Die PCR wurde im 96-Plattenformat in einem 7500 Fast
Realtime PCR-System (Life Technologies, Darmstadt) durchgefiihrt. Das verwendete Zwei-Schritt-

Protokoll ist unten aufgefiihrt.

Zyklenzahl Temperatur Dauer Vorgang
1 95°C 3 min Initiale Denaturierung
40 96°C 15 sec Denaturierung
60°C 30 sec Hybridisierung und Elongation

3.1.9.5 Konstruktion des chimaren adenoviralen Vektorsystems

Fir die effiziente Transduktion von primdren menschlichen T-Lymphozyten wurde ein chimérer
adenoviraler Vektor der ersten Generation konstruiert. Basierend auf Vorarbeiten der HPI-Gruppe
Virale Transformation unter der Leitung von Professor Thomas Dobner wurde ein vom Adenovirustyp
5 abgeleiteter adenoviraler Vektor generiert. Der Vektor weist eine Deletion des E1- und E3-Gens,
sowie eine durch Frame-Shift Mutationen verandertes E4-Gen auf. Der fir das Fiberprotein
kodierende Genabschnitt wurde durch die Gensequenz fiir das Fiberprotein von Adenovirustyp 11
ersetzt. Weiterfolgend wurde ein entsprechender Tre-Rekombinase exprimierender adenoviraler
Vektor (Ad-Tre) konstruiert. Dieser beinhaltet, vergleichbar mit dem lentiviralen Vektorsystem, einen
durch Tat transaktivierbaren Promotor, der die Expression des Tre-Rekombinase Gens induziert und

einen  Phosphoglyceratkinase-Promotor (PGK) regulierten Selektionsmarker eGFP. Die
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Transgenkassette wurde anstatt der E1-Region in das Virusgenom eingefligt. Zuséatzlich zu dem Ad-
Tre wurde ein passender Kontrollvektor erstellt, welcher nur den PGK regulierten Selektionsmarker

eGFP tragt.

Schritt 1 — Modifikation der Schnittstellen des lentiviralen Vektorsystems und Generierung der
Zwischenkonstrukte

Als erster Schritt musste die entsprechende Transgen-Kassette in ein vorlaufiges Zwischenkonstrukt
(1952_E1-Box del) ligiert werden. Ausgehend von dem lentiviralen Vektorkonstrukt wurde die
vorhandenene Pacl Restriktionsschnittstelle mit Hilfe zielgerichteter Mutagenese mutiert (Abbildung
9). Hierflir wurde das QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent, La Jolla, CA), wie in 3.1.9.2
beschrieben, verwendet. Nach erfolgter Mutation wurde mittels PCR (3.1.9.1) die ,HIV-LTR-Tre-PGK-
eGFP“ Transgenkassette amplifiziert. Entsprechend fir den Kontrollvektor wurde nur die ,,PGK-eGFP*
Transgenkassette amplifiziert. Das entstandene Amplikon wurde mit den Restriktionsenzymen EcoRlI
und Xhol inkubiert (3.1.4.3) und Uber eine DNA Gelelektrophorese mit anschlieender Gelextraktion
(3.1.4.1, 3.1.4.2) aufgereinigt. Gleichzeitig wurde der Vektor 1952 E1Box del mit den gleichen
Enzymen behandelt und zusatzlich mittels alkalischer Kalbsphosphatase dephosphoryliert (3.1.4.4).
Durch die Restriktion wurde ein 1,9 kb grofRes Fragment aus dem Zwischenkonstrukt entfernt. Nach

erfolgter Gel-Extraktion wurde das entsprechende Amplikon und der Vektor ligiert (3.1.4.5).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des lentiviralen Vektorgenoms, der verwendeten Primer
und der entstehenden Amplifikate A Die Pacl Restriktionsschnittstelle wurde mit Hilfe des
QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent, La Jolla, CA) mit den Primer NBO1 und NBO02
entfernt. Fir den Tre Rekombinase exprimierenden Vektor wurden die Primer NBO3 und NBO5

verwendet, entsprechend wurden fiir den Kontrollvektor die Primer NBO4 und NBO5 verwendet.

Schritt 2 — Insertion des Zwischenkonstruktes in das adenovirale Vektorplasmid

Nach der Charakterisierung und Sequenzierung der Zwischenkonstrukte erfolgte die Insertion in das

adenovirale Vektorplasmid. Die Konstrukte und das adenovirale Vektorplasmid (2321_Ad5/11_E1 del
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LTR-TRE) wurden mit den Restriktionsenzymen Swal und BstZ171 behandelt (3.1.4.3). Die
Zwischenkonstrukte wurden zusatzlich mit Hilfe der antarktischen Phosphatase (NEB, Ipswich, MA)
flr 2 h bei 37°C dephosphoryliert, mit 1/10 Volumen NaAc (3 M) und 1 Volumen Isopropanol gefillt,
mit 70% EtOH gewaschen und in Tris/HCI (10 mM) resupendiert (3.1.4.4, 3.1.4.6). Das Vektorplasmid
wurde mittels DNA-Gelelektrophorese Uber Nacht aufgetrennt (3.1.4.1). Auf dem UV-
Transilluminator wurde die 28 kb Vektorbande isoliert und die entsprechenden Gelstiicke in
Eppendorf ReaktionsgefaBe Uberfiihrt. In der Sorvall RC 5B Plus Zentrifuge wurden die
ReaktionsgefiRe bei 14.000 x g bei 10°C fiir 2 h zentrifugiert. Das Plasmid befand sich im Uberstand

und wurde ebenfalls mit NaAc (3 M) und 1 Volumen Isopropanol gefallt und gereinigt.

Das linearisierte Vektorplasmid und die linearisierten Zwischenkonstrukte wurden mit Hilfe des
Rapid-Ligation Kits von Roche (Mannheim), bei 13°C Gber Nacht ligiert (3.1.4.5). Am néachsten Tag
wurde der Ligationsansatz mittels Hitzeschock-Transformation in XL2-Blue ultrakompetente

Bakterien laut Hersteller Angaben transformiert.

3.2 Biochemische Methoden

3.2.1 Herstellung von Gesamtproteinextrakten

Fir die Herstellung von Gesamtproteinextrakten wurden adharente Zellen trypsiniert (siehe 3.3.3),
bei 20.000 x g fur 1 min pelletiert, mit 1 ml kaltem PBS gewaschen und erneut pelletiert (20.000 x g
fir 1 min). Je nach GroRRe wurde das Pellet mit 50 — 100 pul E1A-Lysepuffer griindlich resupendiert und
flir 20 min auf Eis lysiert. AnschlieBend erfolgte eine weitere Zentrifugation (20.000 x g fiir 1 min) und
der Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefiR (iberfiihrt. Die quantitative
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt mit Hilfe des Biorad-Protein-Assay mit Bradford
Reagenz von Biorad (Minchen). Die Lysate wurden nach der Konzentrationsbestimmung auf eine
einheitliche Konzentration eingestellt, mit 6 x Proteinpuffer versetzt, fiir 5 min bei 95°C aufgekocht
und somit denaturiert. AnschlieRend wurden die Proben zur Analyse der Proteinexpression {iber ein

SDS-Gel aufgetrennt (3.2.2), oder bei -20°C gelagert.

3.2.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen wurde die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
verwendet. Die Auftrennung erfolgt bei 25 mA pro Gel. Als Gelkammern wurden die Mini-Protean
Gelkammern von Biorad (Minchen) mit Polyacrylamid-Konzentrationen im Trenngel von 7,5 — 15%.
Der Polyacrylamid Gehalt richtete sich jeweils nach den ProteingréRen, am haufigsten wurden 12%

Gele verwendet. Im Folgenden ist die Zusammensetzung der SDS-Gele aufgelistet:
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Trenngel 7,5% 8,5% 12% 15%
Polyacrylamid (30%) 2,5ml 2,8 ml 4,0 ml 5,0 ml
H,0 4,8 ml 4,5 ml 3,3 ml 2,3 ml
SDS (10%) 100 pl

1,5 M TRIS HCl pH 8,8 2,5ml

APS (10%) 50 pl

TEMED 5ul

Sammelgel 5%

H,0 5,8 ml

0,5 M Tris HCI pH 6,8 2,5 ul

Polyacrylamid (30%) 1,6 ml

SDS (10%) 100 pl

APS (10%) 50 pl

TEMED 5l

3.2.3 Western Blot (Immunoblot)

Zur Analyse der Proteinexpression wurde die Western Blot-Analyse verwendet. Im Nassblot-
Verfahren wurden die Gber SDS-Page aufgetrennten Proteine bei 70 V fiir 45 min auf eine Protean®
Nitrocellulosemembran transferiert. Der Elektrotransfer erfolgte auf Eis in einer Mini-Protean Il
Nassblottapparatur von Biorad (Minchen). Zur Kontrolle des Transfers wurde die Membran mit

Ponceau S-Farbeldsung angefarbt.

Fiir den immunologischen Nachweis der Proteine wurde die Membran zunachst 30 - 60 min bei RT in
5% Milchpulver/TBS-T 0,01% Natriumazid inkubiert und geschwenkt, um nicht spezifische Bindungen
zu sattigen. AnschlieBend wurden die Primarantikérper in 5% Milchpulver/TBS-T 0,01% Natriumazid
verdinnt und schwenkend Uber Nacht bei 4°C mit der Membran inkubiert. Die unspezifisch
gebundenen Antikorper wurden durch viermaliges waschen von jeweils 15 min mit TBS-T entfernt.
Der Sekundarantikorper wurde ebenfalls in 5% Milchpulver/TBS-T 0,01% Natriumazid verdinnt und
fir 1 h bei RT mit der Membran inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran wieder 4 x 15 min mit
TBS-T gewaschen. Die Sekundarantikérper der Firma Licor (Bad Homburg) waren jeweils mit /Rdye
Infrarot-Farbstoffen konjugiert, welche zur Analyse mit Hilfe des Licor Odyssey Imaging System

detektiert wurden.

3.3 Zellbiologische Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

3.3.1 Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zellen

Zur Kryokonservierung wurden 5 x 10° Zellen/ml in vorgekiihltem Einfriermedium (90% FKS, 10%

DMSO) aufgenommen, in ein Kryoréhrchen lberfiihrt und anschlieBend in eine auf 4°C vorgekihlte
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Kryobox von Stratagene (La Jolla, CA) bei -80°C fir 24 h gelagert. Die Kryobox ermdglicht ein
langsames einfrieren von 1°C/min. Die dauerhafte Aufbewahrung von Zellen erfolgte in fllssigen

Stickstoff.

Das Auftauen kryokonservierter eukaryotischer Zellen erfolgte schnell bei 37°C im Wasserbad. Die
Zellen wurden in frisches, vorgewadrmtes Kulturmedium Gberfihrt und fir 5 min bei 300 x g
zentrifugiert. Das Medium wurde verworfen und so das DMSO-haltige Einfriermedium entsorgt. Die

Zellen wurden in frischem Medium resuspendiert und kultiviert.

3.3.2 Kultivierung von Suspensionszellen

Die Jurkat T-Zelllinie wurde bei 37°C, 5% CO2 und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% in
Zellkulturflaschen in RPMI-Medium kultiviert. Die Kultur wurden alle 2 — 3 Tage im Verhaltnis 1:4

verdinnt und weiterkultiviert.

3.3.3 Kultivierung adharenter Zelllinien

Die adharenten Zelllinien wurden in DMEM bei 37°C, 5% COz2 und einer humiden Atmosphéare (95%
relative Luftfeuchtigkeit) in Zellkulturflaschen kultiviert. Die Zellen wurden bei Erreichen der
Konfluenz passagiert. Zum Passagieren wurden die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und
anschlieBend mit 0,05% Trypsin/EDTA vom Kulturflaschenboden abgelost (Inkubation 3 - 5 min bei
37°C im Brutschrank). Durch Zugabe von Kulturmedium wurde das Trypsin/EDTA inaktiviert und die

resuspendierten Zellen in einer Dichte von 10 — 20% neu ausgesat.

3.3.4 Isolierung und Kultivierung von PBMCs (Peripheral Blood Mononuclear Cells)

Die Isolierung von PBMCs erfolgte aus Buffy Coats (50 - 60 ml plasmafreies Blut) aus dem
Blutspendezentrum des Universitatsklinikums Eppendorf (Hamburg). Fir die Zellisolierung wurde das
Blut 1:2 mit PBS/EDTA versetzt und liber einen Ficoll-Gradienten aufgereinigt. Hierfiir wurden 25 ml
des Blutgemisches auf 10 ml Biocoll von Biochrom (Berlin) geschichtet und 30 min bei 150 x g ohne
Bremswirkung der Zentrifuge zentrifugiert. Die sich in der Interphase befindlichen Zellen wurden
abgenommen und zwei Mal mit 50 ml PBS/EDTA fiir 5 min bei 300 x g gewaschen. Die Zellen wurden
mittels Neubauer Zahlkammer gezahlt, auf 5 x 10’ Zellen/ml mit PBS/EDTA 2% FKS eingestellt und in

ein Polystyrenrohrchen tberfihrt (Volumen 500 pl -8,5 ml).

3.3.4.1 Isolierung von primiren CD4" T-Zellen
Die Anreicherung von CD4" T-Zellen erfolgte mit dem CD4 T Cell Negative Selection Kit von Stemcell
Technologies (Grenoble, Frankreich) nach Hersteller Angaben im RoboSep automatic cell preparator

von Stemcell Technologies (Grenoble, Frankreich). Die gereinigten T-Zellen wurden mittels Neubauer
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Zahlkammer gezahlt, fir 5 min bei 300 x g zentrifugiert und mit Einfriermedium (90% FKS, 10%

DMSO) auf 1 x 10’ Zellen/ml eingestellt und eingefroren, wie unter 3.3.4 beschrieben.

3.3.5 Kultivierung von primiren CD4" T-Zellen

CD4" T-Zellen wurden wie unter 3.3.4 und 3.3.4.1 aufgereinigt. Die Zellen wurden, wie unter 3.3.1
beschrieben, aufgetaut, zweimal mit RPMI-Medium gewaschen und mittels Neubauer Zdhlkammer
gezihlt. 7,25 x 10° Zellen/ml RPMI-Medium wurden pro Vertiefung einer Kulturplatte mit 6
Vertiefungen ausgesat. Fir die Kultivierung und Expansion der T-Zellen wurden dem Medium 500

U/ml humanes Interleukin-2 (CellGenix, Freiburg) zugesetzt.

3.3.6 Aktivierung von primiren CD4" T-Zellen

Fur die Aktivierung von CD4" T-Zellen zur Infektion mit HIV-Partikeln wurde der Kultur 24 h 5 ug/ml

Phytohemagglutinin (PHA-P) hinzugegeben.

Als weiteres wurden fiir die spezifische Aktivierung von CD4" T-Zellen zur Transduktion mit viralen
Vektoren Anti-CD3/CD28 Dynabeads® von Invitrogen (Karlsruhe) verwendet. Hierfur wurden die
Zellen nach dem Auftauen, wie unter 3.3.1 beschrieben, in 1% FKS-haltigen RPMI-Mangelmedium
aufgenommen und laut Hersteller Angaben mit Anti-CD3/CD28 Dynabeads® versetzt. 7,25 x 10°
Zellen/ml in RPMI-Mangelmedium wurden pro Vertiefung in eine Zellkulturplatte mit 6 Vertiefungen
ausgesat und fir 20 h bei 37°C, 5% CO: und einer humiden Atmosphdre (95% relative

Luftfeuchtigkeit) inkubiert.

3.3.7 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

3.3.7.1 Transfektion von HEK-293 Zellen mit Lipofectamine™ 2000

Die transiente Transfektion von HEK-293 Zellen erfolgte mit Lipofectamine™ 2000 der Firma
Invitrogen (Karlsruhe). 20 h vor Transfektion wurden 3,5 x 10° HEK-293 Zellen in eine 6 cm
Kulturplatte in Antibiotika-freiem DMEM ausgesdt. 10 pg DNA wurden in 500 pl OptiMEM
aufgenommen. 20 pl Lipofectamine™ 2000 wurden zu 480 pul OptiMEM gegeben und flir 5 min bei RT
inkubiert. Die verdiinnte DNA wurde zum Lipofectamine™ 2000 gegeben, gemischt und flr weitere
20 min bei RT inkubiert. Das Medium aus der 6 cm Platte wurde entfernt und die Zellen einmal mit
PBS gewaschen. Der Transfektionsansatz wurde vorsichtig auf die Zellen pipettiert und 600 ul
OptiMEM hinzugegeben. Nach mindestens 6 h Inkubationszeit bei 37°C im Brutschrank wurde das

Medium gewechselt und die Zellen in antibiotikahaltigen DMEM kultiviert.

3.3.7.2 Transfektion von HEK-293T und Hela Zellen mit TransIT-LT1
Die Transfektion von HEK-293T und Hela Zellen erfolgte mit TransIT®-LT1 von Mirus Bio (Madison,

WI) nach Angaben des Herstellers. StandardgemaR wurden 2 x 10° Zellen pro Kulturplatte (6
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Vertiefungen) 20 h vor Transfektion ausgesat und 5 - 7 h nach Transfektion ein Mediumwechsel in

antibiotikahaltiges DMEM durchgefiihrt.

3.3.8 AlamarBlue/MTT Viabilitdtsassay

Um die allgemeine Zelltoxizitdt, der konstruierten Vektoren zu bestimmen, wurden AlamarBlue-
Assays (AbD Serotec, Dusseldorf) durchgefiihrt. Mit Hilfe des AlamarBlue-Assays ladsst sich die
metabolische Aktivitdt der Zelle photometrisch (d.h. durch Farbumschlag aufgrund der Reduktion des
Farbindikators Resazurin) bestimmen. Hierzu wurden Jurkat T-Zellen mit dem lentiviralen oder
adenoviralen Vektoren mit unterschiedlicher Multiplizitat der Infektion (MOI) transduziert. 72 h nach
Transduktion wurden 5 x 10° Zellen pro Plattenvertiefung in eine Mikrotiterplatte mit 96
Vertiefungen ausgesat, 20 ul AlamarBlue-Losung pro Vertiefung hinzugegeben und die Zellen fir
weitere 3 h im Brutschrank inkubiert. Die Extinktion wurde in einem Platten-Spektralphotometer bei

570/600 nm bestimmt. Als Vergleich dienten nicht transduzierte Jurkat T-Zellen.

Als weitere Methode wurde ein MTT-Assay durchgefiihrt, der auf einem ahnlichen Prinzip basiert.
Hierbei wird das gelbe 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in ein blau-
violettes, wasserunldsliches Formazan reduziert. Wie zuvor wurden 72 h nach Transduktion 5 x 10’
Zellen pro Plattenvertiefung in eine Mikrotiterplatte ausgesat und 10 pl MTT-Losung hinzugegeben.
Es folgte eine Inkubation von 4 h im Brutschrank. Die gebildeten Kristalle wurden {iber Nacht mit
Hilfe von 100 ul Losungspuffer im Brutschrank geldst und die Absorption bei 560 nm spektral
vermessen. Die Transduktionseffizienzen wurden jeweils mittels Durchflusszytometrie (FACS)

Uberprift.

3.3.9 FACS-basierte Differenzierung zwischen vitalen und nekrotischen Zellen

Fir die Unterscheidung zwischen vitalen und nekrotischen Zellen bei der FACS basierten Analyse
wurden die Zellen mit perforierter Plasmamembran mittels Propidiumiodid (PI, Sigma-Aldrich,

Minchen) markiert und konnten so von vitalen Zellen unterschieden werden.

Alternativ wurde das LIVE/DEAD® Fixable Aqgua Dead Cell Stain Kit (Invitrogen, Karlsruhe) nach

Herstellerangaben verwendet.

3.3.10 Oberflachenrezeptorfarbung (CAR, CD45) fiir FACS-Analyse

Die Oberflachenrezeptorfarbung von Zellen fir die FACS-Analyse erfolgte mit fluoreszenzmarkierten
Antikérpern von BioLegend und Merck Chemicals. Hierfir wurden 0,5 — 1,0 x 10° Zellen fiir 3 min bei
300 x g pelletiert und in 100 ul FACS-Puffer resuspendiert. 2 pl des Milli Mark Anti-CAR-PE (Merck
Chemicals, Schwalbach) und 5 pl des FITC anti-human CD46 (BioLegend, San Diego, CA) wurden

hinzugegeben, die Antikdrper-Zellsuspension wurde gut vermischt und fir mindestens 30 min bei
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4°C unter Lichtausschluss inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen zweimal mit 1 ml FACS-Puffer
gewaschen und in 300 pl FACS-Puffer resuspendiert. Die Auswertung erfolgte an einem FACS Canto |l

Durchflusszytometer von BD Biosciences (Heidelberg).

3.3.11 FACS-basierte Apoptose-Untersuchung

Des Weiteren wurde mit den Vektorsystemen eine Apoptose-Untersuchung in Jurkat T-Zellen
durchgefiihrt. Diese basiert auf der Markierung von Phosphatidylserin mit Annexin V als Indikator fiir
apoptotische Zellen. Ferner wurden tote unfixierte Zellen mit perforierter Plasmamembran mit Pl
oder 7-AAD (Aminoactinomycin) markiert. Hierflir wurde das entsprechende Dead Cell Apoptosis Kit
von Invitrogen nach Angaben des Herstellers verwendet. Als Vergleich dienten nicht transduzierte

Jurkat T-Zellen. Die Auswertung erfolgte am FACS Canto (BD Biosciences, Heidelberg).

3.3.12 FACS-basierte Zell-Zyklus-Analyse

Zur Analyse des Einflusses der Vektorsysteme auf das Profil der Zellzyklus-Phasen wurde eine
Propidiumiodidmarkierung durchgefiihrt. Hierzu wurden 5 x 10° transduzierte Jurkat T-Zellen (MOI 1)
in kaltem PBS gewaschen, bei 300 x g und 4°C pelletiert. Die Zellen wurden in 500 pl 1 x PBS/0,1 %
EDTA resupendiert, mit 5 ml eiskaltem 80% Methanol auf Eis 20 min fixiert und fiir 48 h bei -20°C
inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen bei 4°C aufgetaut, gewaschen und wiederum bei
300 x g und 4°C pelletiert. Zur Farbung mit Propidiumiodid (PI, Sigma-Aldrich, Miinchen) wurde das
Pellet mit 100 pl PI-L6sung (33 pg/ml PI, 333 pug/ml RNAse A (Qiagen, Hilden) in PBS versetzt und fiir
30 min bei 37°C inkubiert. Das Pl lagert sich in die DNA ein, wahrend RNAse A die RNA abbaut, um
falschpositive Signale durch die Wechselwirkung zwischen Pl und RNA zu vermeiden. Das im FACS
Canto (BD Biosciences, Heidelberg) aufgenommene PI-Signal verhalt sich proportional zur DNA-
Menge. Als Vergleich dienten nicht transduzierte Jurkat T-Zellen. Die Transduktionseffizienz wurde

Uber die GFP-Expression mittels FACS-Analyse Gberprift.

3.3.13 Luziferaseassay

Zur Luziferaseanalyse wurde das Luciferase Reporter Assay System von Promega (Mannheim) nach
Herstellerangaben verwendet. Hierflir wurden Zellen in 1,5 ml ReaktionsgefaBe Uberfuhrt, 2 x mit
PBS gewaschen und in 100 pl Zellkultur Lysis Puffer bei RT fiir 30 min im Schiittler lysiert. Der Ansatz
wurde fir 5 min bei 20.000 x g zentrifugiert, um die festen Bestandteile zu sedimentieren. Der
Uberstand wurde in neue ReaktionsgefiRe iberfiihrt. Je Uberstand wurden 10 pl in eine weiRe
Mikrotiterplatte (96 Vertiefungen) pipettiert. Die Messung erfolgte in einem Centro LB 960
Luminometer (Berthold Technologies, Bad Wildbad). Das Luminometer fligte zu jeder zu messender

Vertiefung 50 pl Substratpuffer hinzu. Das luminometrische Signal wurde mit einer Verzégerung von
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2 sec flur 10 sec gemessen. Die Steuerung der Messung sowie die Auswertung erfolgten Gber die

geratspezifische Software MikroWin2000 (Mikrotek Laborsysteme GmbH, Overath).

3.4 Virologische Methoden

3.4.1 Produktion von HIV-1 Partikeln

Infektiose HIV-1 Partikel wurden durch transiente Transfektion HEK-293T Zellen mittels TransIT LT1
von Mirus Bio (Madison, WI) gewonnen. Hierfir wurden 4 x 10° Zellen in eine 10 cm Schale in
antibiotikafreiem DMEM Medium am Vortag ausgesat. Am Tag der Transfektion wurden 12 pg viraler
DNA mit 20 pl TransitLT1 in 1 ml OptiMEM versetzt und fir 30 min bei RT inkubiert. Das
Kulturmedium wurde durch 5 ml frisches antibiotikafreies Medium getauscht und der
Transfektionsansatz, nach der Inkubation vorsichtig auf die Zellen pipettiert. Die Zellen wurden fir
mindestens 6 h inkubiert und das Medium durch 4 ml frisches antibiotikahaltiges DMEM
ausgetauscht. Nach drei Tagen wurde der Uberstand geerntet, filtriert und je nach Verwendung

direkt bei -80°C gelagert, oder mittels Ultrazentrifuge konzentriert (3.4.4).

3.4.2 Produktion pseudotypisierter lentiviraler Partikel

Fur die Transduktion von Zellen wurden lentivirale Vektoren verwendet, die entweder neben GFP
ebenfalls die Tre Rekombinase Expressionskassette, oder nur die Expressionskassette fiir GFP
enthielten. Die Verpackung von nicht-integrierenden lentiviralen Vektoren erfolgte mit einem
Gag/Pol, aus HIV-1 exprimierenden Verpackungsplasmid (pcMDL.g/p.RRE D64V), welches eine
Punktmutation in dem fir die Integrase kodierenden Bereich des pol-Gens aufweist. Fir die
Verpackung von integrierenden lentiviralen Vektoren wurde das Expressionsplasmid pMDLg/pRRE,
welches HIV-1 gag/pol-Wildtypgene enthilt, verwendet (Dull et al., 1998). Sowohl fir die nicht-
integrierenden, als auch fiir die integrierenden lentiviralen Partikel wurde ein Expressionsplasmid fir
Rev (pRSV-Rev) (Dull et al., 1998) kotransfiziert. Zur Pseudotypisierung der Partikel wurde das
Hillprotein des Vesikular Stomatitis Virus, VSV-G (pCMV-VSV-G) verwendet (Beyer et al., 2002).

Hierdurch ist eine Transduktion von einer Vielzahl von Zelltypen moglich.

Fir die Transfektion wurden am Vorabend 4 x 10° 293T Zellen in eine 10 cm Schale in
antibiotikafreiem DMEM ausgesat und am Folgetag mit 6 pg viralem Vektor, 3 pug des
entsprechendem gag/pol Plasmids, 1,5 pg VSV-G Vektor und 1,5 pg rev Plasmid kotransfiziert. Die
DNA wurde mit 20 pl TransIT LT1 von Mirus Bio (Madison, WI) in 1 ml OptiMEM angesetzt, fiir 30 min
bei RT inkubiert, tropfenweise auf Zellen in 5 ml antibiotikafreiem DMEM gegeben und fir
mindestens 6 h inkubiert. Nach der Inkubation erfolgte ein Mediumwechsel, wobei 4 ml DMEM mit

Antibiotika auf die Zellen gegeben wurde. Nach drei Tagen wurden die Uberstinde geerntet, steril
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filtriert und mittels Ultrazentrifuge konzentriert (3.4.4). Bis zur weiteren Verwendung wurden die

viralen Partikel bei -80°C gelagert.

3.4.3 Produktion adenoviraler Partikel

Die Generierung adenoviraler Viruspartikel erfolgte lber eine transiente Transfektion von HEK-293
Zellen. HEK-293 Zellen tragen in ihrem Genom Teile des viralen Adenovirus 5 Genoms und kénnen
somit die deletierten Bereiche des Vektorgenoms in trans komplementieren. Die HEK-293 Zellen
wurden transient mit dem entsprechenden Vektorgenom transfiziert (3.3.7.1), nach fiunf Tagen
wurden die Zellen geerntet, zentrifugiert und in DMEM ohne FCS aufgenommen. Die geernteten
Zellen wurden durch dreimaliges einfrieren in flissigem Stickstoff und anschlieBendem auftauen im
Wasserbad bei 37°C aufgeschlossen. Die Zellreste wurden pelletiert und die nun im Uberstand
befindlichen Viruspartikel wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. Fir die weitere
Vermehrung der Viruspartikel wurden HEK-293 Zellen mit den generierten Viruspartikeln infiziert.
Nach finf Tagen wurden die Zellen geerntet und wie zuvor aufgeschlossen. Diese Reinfektionszyklen
wurden so lange durchgefiihrt bis eine hochtitrige Prdparation an Viruspartikeln erhalten wurde.
Nach dem letzten Reinfektionszyklus wurde die Partikel filtriert und bis zur weiteren Verwendung bei

-80°C gelagert.

3.4.4 Konzentrierung viraler Partikel mittels Ultrazentrifuge

Fir die Konzentration der lentiviralen Partikel wurde der Uberstand iiber einen Sucrose-Gradienten
in der Optima™ LE-80A Ultrazentrifuge (Beckman Coulter, Krefeld) konzentriert. Hierfiir wurden 6 ml
20% Sucrose in PBS in Beckman Ultra-Clear™ Zentrifugenréhrchen vorgelegt und vorsichtig mit 31 ml
viralen Uberstand (berschichtet. Das Réhrchen wurde in den entsprechenden Trigerbecher
iberfiihrt und in den vorgekiihlten SW28 Ausschwingrotor gehdngt. Der Uberstand wurde fiir 2 h bei
130.000 x g bei 4°C in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand
entfernt. Die im Pellet befindlichen lentiviralen Partikel wurden in 500 ul DMEM resuspendiert und
fir 30 min auf Eis inkubiert. Hiernach wurde der lentivirale Uberstand aliquotiert und bis zur

weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

3.4.5 Infektion primirer CD4" T-Zellen

Fir die Infektion von primdren CD4" T-Zellen wurden die Zellen, wie unter 3.3.4 beschrieben,
aufgetaut, nach der Zentrifugation in RPMI mit 1% FKS und 5 pg/ml PHA-P fir 24 h in einer
Kulturplatte mit 6 Vertiefungen kultiviert. Die Kultur wurde mit 1000 ng des entsprechenden HIV-
Stamms versetzt und in Anwesenheit von Polybren (Sigma-Aldrich, Miinchen) fiir 90 min bei 730 x g

bei RT zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde die Platte in den Inkubator Gberfiihrt und fir
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weitere 24 h inkubiert. Durch zweimaliges Waschen der Kultur mit PBS, wurde residuales Virus

entfernt und die Zellen in frischem Kulturmedium mit 10% FKS aufgenommen.

3.4.6 Transduktion von adhdrenten Zelllinien und Supensionszellen mit lentiviralen
Vektoren

Die Transduktion von adharenten Zelllinien mit pseudotypisierten lentiviralen Vektoren erfolgte in
Kulturplatten mit 6 Vertiefungen. Hierfliir wurden die Zellen am Abend vor der Transduktion so
ausgesat, dass sie am Tag der Transduktion subkonfluent vorlagen. Die Zellen wurden einmal mit PBS
gewaschen und in 1 ml Kulturmedium, vermischt mit lentiviralen Partikeln entsprechend der MOlI,
pro Vertiefung in Anwesenheit von 5 pg/ml Protaminsulfat (Sigma-Aldrich, Minchen) 10 min bei 652
x g bei RT zentrifugiert. Hiernach wurde die Platte in den Inkubator Giberfiihrt und fliir mindestens 6 h
inkubiert. Nach der Inkubation wurde das Medium entfernt und durch 2 ml frisches Kulturmedium
ersetzt. Nach 48 h — 72 h konnte die Transduktionseffizienz anhand der GFP-Expression Gberpruift

und die Zellen fir weitere Arbeiten verwendet werden.

Suspensionszellen wurden in 15 ml Falcon Réhrchen pelletiert, das Medium dekantiert, je nach
Zellmenge in 100 - 500 ul RPMI resupendiert und mit lentiviralen Partikeln entsprechend der MOI
versetzt. Es wurden 5 pug/ml Protaminsulfat (Sigma-Aldrich, Miinchen) der Kultur hinzugefiigt und sie
fir 10 min bei 652 x g bei RT zentrifugiert. Die Rohrchen wurden in den Inkubator Gberfiihrt und die
Deckel locker aufgelegt. Es folgte eine Inkubation von mindestens 6 h, bevor die Zellen erneut
zentrifugiert (300 x g, 5 min), in frischen Kulturmedium resuspendiert und in Zellkulturschalen
ausgesat wurden. Nach 48 h — 72 h konnte die Transduktionseffizienz anhand der GFP-Expression

Uberpriift und die Zellen fiir weitere Arbeiten verwendet werden.

3.4.7 Transduktion von adhdrenten Zelllinien und Suspensionszellen mit adenoviralen
Vektoren

Die Transduktion von adhéarenten Zelllinien und Supensionzellen mit adenoviralen Vektoren erfolgte
in Kulturplatten. Adhdrente Zelllinien wurden am Vortag so ausgesat, dass sie am Tag der
Transduktion subkonfluent vorlagen. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und 1 ml
DMEM-O0, versetzt mit adenoviralen Partikeln entsprechend der MOI, auf die Zellen pipettiert. Nach 2
h Inkubation im Brutschrank wurde 1 ml Kulturmedium auf die Zellen gegeben und die Kultur fir
weitere 24 h inkubiert. Am Ende der Inkubation wurde das Medium entfernt, die Kultur mit PBS
gewaschen und in 2 ml frischem Kulturmedium weiter kultiviert. Nach 24 — 48 h konnte die
Transduktionseffizienz anhand der GFP-Expression (berprift und die Zellen fiir weitere Arbeiten

verwendet werden.
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Suspensionszelllinien wurden am Tag der Transduktion einmal mit PBS gewaschen und in 1 ml
RPMI-0, versetzt mit adenoviralen Partikeln entsprechend der MOI, ausgesat. Nach 2 h Inkubation
wurde 1 ml Kulturmedium auf die Zellen gegeben und die Kultur fiir weitere 24 h inkubiert. Am Ende
der Inkubation wurde das Medium entfernt, die Kultur mit PBS gewaschen und in 2 ml frischem
Kulturmedium weiter kultiviert. Nach 24 — 48 h konnte die Transduktionseffizienz anhand der

GFP-Expression Uberprift und die Zellen fiir weitere Arbeiten verwendet werden.

3.4.8 Transduktion primirer CD4* T-Zellen mit adeno- und lentiviralen Vektoren

Die Transduktion von CD4" T-Zellen erfolgte 20 h nach Aktivierung mit Anti-CD3/CD28 Dynabeads®

von Invitrogen (Karlsruhe), wie in 3.1.7 beschrieben.

Fir die lentivirale Transduktion in einer Kulturplatte mit 6 Vertiefungen wurde der Uberstand
abgenommen und durch 1 ml RPMI-1% Kulturmedium, versetzt mit lentiviralen Partikeln
entsprechend der verwendeten MOI, ersetzt. Es wurden 5 pg/ml Protaminsulfat (Sigma-Aldrich,
Minchen) der Kultur hinzugefiigt und sie fir 10 min bei 652 x g bei RT zentrifugiert. Dies wurde am

folgenden Tag wiederholt und anschlieRend die Kultur fiir 48 h inkubiert.

Die adenovirale Transduktion in einer Kulturplatte mit 6 Vertiefungen erfolgte durch Entfernung des
Uberstands und Inkubation der CD4" T-Zellen in 800 pl RPMI-0, versetzt mit adenoviralen Partikeln
entsprechend der verwendeten MOI, von einer Dauer von 6 h. Nach der Inkubation wurden 800 ul
RPMI-1% hinzu gegeben. Am Folgetag wurde die Transduktion wiederholt und die Kultur fiir weitere
48 h inkubiert. Jeweils nach der Inkubation wurden die Dynabeads® mittels Handmagneten entfernt,
die Kultur zweimal mit PBS gewaschen und in RPMI Kulturmedium mit 500 U/ml humanen
Interleukin-2 (CellGenix, Freiburg) kultiviert. Nach 48 h — 72 h konnte die Transduktionseffizienz

anhand der GFP-Expression Uberprift und die Zellen fiir weitere Arbeiten verwendet werden.

3.4.9 FACS-basierte Titration von lenti- und adenoviralen Partikeln

Fir die Ermittlung der funktionellen Vektomenge wurde eine FACS-basierte Titration auf Hela Zellen
durchgefiihrt. Hierfir wurden am Vortag 5 x 10* Zellen pro Vertiefung in eine Kulturplatte mit 24

Vertiefungen ausgesat.

Am Tag der Titration von lentiviralen Partikeln wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen einmal
mit PBS gewaschen und mit 500 ul Medium, welches 1, 2, 5 oder 10 pl Virustberstand (jeweils in
Dreifachbestimmung) enthielt, ersetzt. Dem Medium wurde zusatzlich 5 pg/ml Protaminsulfat
(Sigma-Aldrich, Miinchen) hinzugefiigt und die Platte fiir 10 min bei 652 x g bei RT zentrifugiert. Nach
6 h Inkubation wurde das Medium durch frisches DMEM ersetzt und die Zellen fiir weitere 72 h im

Brutschrank kultiviert.

47



Methoden

Am Tag der Titration von adenoviralen Partikeln wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen einmal
mit PBS gewaschen und mit 300 pul DMEMO Medium, welches 1, 2, 5 oder 10 plL Virustberstand
(jeweils in Dreifachbestimmung) enthielt, ersetzt. Die Zellen wurden flr 2 h im Brutschrank inkubiert
und anschlieBend der Kultur 300 pl Kulturmedium hinzu gegeben. Die Platte wurde fiir 24 h inkubiert

und das Medium durch frisches Kulturmedium ersetzt. Es erfolgte eine weiter Inkubation von 48 h.

Nach der Transduktion wurden die Zellen hinsichtlich GFP im Durchflusszytometer analysiert und im
Anschluss daran der Titer der viralen Partikel anhand des Anteils griin-fluoreszierender,
transduzierter Zellen berechnet. Dafiir wurden die Zellen in den einzelnen Vertiefungen jeweils mit

300 ul FACS-Puffer abgespiilt und in FACS Rohrchen lberfihrt.
Die Berechnung des Titers erfolgte nach folgender Formel:

- N-P
TV -100

T = Titer in ffu/ml (fluorescence forming units)
N = Anzahl der ausgesaten Zellen
P = prozentualer Anteil an GFP-positiven Zellen (Es wurden nur Werte zwischen 5 - 25% verwendet)

V = Volumen der eingesetzten Virussuspension
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Gentransfer von Tre-Rekombinase kodierenden Sequenzen mit
Hilfe episomal persistierender Vektoren in HIV-infizierten menschliche T-Lymphozyten untersucht.
Konkret sollte geklart werden, ob durch eine transiente und konditionale Expression der Tre-

Rekombinase signifikante antivirale Effekte, ohne toxische Nebenwirkungen, erzielt werden kdénnen.

4.1 Transienter Gentransfer der Tre-Rekombinase mit Hilfe nicht-integrierender
Vektoren

Die nicht-permanente genetische Modifizierung von Zielzellen kann ein wichtiger Sicherheitsaspekt
bei zuklinftigen Gentherapien darstellen. In dieser Arbeit wurden deshalb zuerst nicht-integrierende

Tre-exprimierende Vektoren zur Transduktion von Zielzellen konstruiert.

4.1.1 Generierung lentiviraler VSV-G pseudotypisierter Vektorpartikel und Vektor
Titration

Bei der HIV/AIDS Gentherapie stellen, zur stabilen Insertion von Transgenen in CD4" T-Zellen,
lentivirale replikationsinkompetente selbst-inaktivierende (SIN) Vektoren derzeit den Stand der
Technik dar. Im Rahmen von Vorarbeiten wurde ein entsprechender lentiviraler Tre-Rekombinase-
exprimierender SIN Vektor konstruiert, der das Tre-Rekombinase Gen mit Hilfe eines durch HIV-Tat
induzierbaren Promotors konditional (d.h. nur in HIV-1 infizierten Zellen) exprimiert (Abbildung 10).
Aufgrund des modularen Aufbaus des Verpackungssystems der 3. Generation ist es moglich, durch
Mutation des gag/pol-kodierenden Verpackungsvektors (pMDLg/pRRE; Dull et al. 1998), nicht-
integrierende SIN-Viruspartikel zu generieren (Maetzig et al., 2010). Die Mutation innerhalb der
katalytischen Triade der Integrase fihrt zu einer Veranderung der Aminosduresequenz. Die Sequenz,
kodierend fiir eine Asparaginsdure, wurde soweit verandert, dass eine Valin Aminosaure exprimiert
wird. Hierdurch wird die Integration der viralen DNA in das Genom der Zielzelle verhindert (Leavitt et
al., 1996). Es kommt zu einem Anstieg an episomaler DNA, wovon die Expression stattfindet. Durch
Kotransfektion mit dem entsprechenden gag/pol-kodierenden Verpackungsvektor (Abbildung 11 A)
wurde in HEK-293T Zellen ein Integrations-defizienter (ID) lentiviraler Vektor, der die Tre-
Rekombinase enthalt und ein ID lentiviraler Kontrollvektor, der nur den durch PGK regulierten
Selektionsmarker eGFP enthalt, generiert. Die entsprechenden SIN Vektoren sind in Abbildung 10

schematisch dargestellt.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung replikationsinkompetenter lentiviraler SIN-Vektoren. A. Die
dargestellten Vektoren weisen die beschriebene SIN-Konfiguration auf (1.3.1). Die Expression der Tre-
Rekombinase (Tre) wird durch einen Tat-responsiven und Tre-resistenten Promotor (HIV) gesteuert. Der
Selektionsmarker eGFP wird durch den konstitutiven PGK-Promotor reguliert.

Die VSV-G pseudotypisierten ID SIN-Partikeln wurden, wie in 3.4.2 beschrieben, generiert. Fiir die
Bestimmung des infektiosen Anteils des Virusstocks wurden Hela Zellen mit unterschiedlichen
Volumina von steril filtrierten Viruspartikel enthaltenden Zellkulturiiberstanden transduziert. Die
Bestimmung des funktionellen Titers erfolgte durch Messung der Anzahl an GFP-positiven Zellen

mittels Durchflusszytometrie (FACS) (Abbildung 11 B und C).
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Abbildung 11: Generierung VSV-G pseudotypisierter Vektorpartikel und Vektor Titration. A. Schematische
Darstellung des Tre-Rekombinase tragenden SIN-Vektors und der verwendeten Verpackungsplasmide. B. Fir
die Titration wurden Hela-Zellen mit verschiedenen Volumina an Virus enthaltendem Zelliiberstand
transduziert. Mittels FACS wurde nach 48 h die Menge an GFP-positiven Zellen ermittelt. (Exemplarisch fir
folgende Virusvolumina: LV-ID Tre 2 pl und 10 pl). Hiermit konnte ein Vektortiter in Form von fluorescent
forming units (ffu) ermittelt werden. C. Darstellung der ermittelten Vektortiter in ffu/ml fir die jeweiligen
Vektorpartikel.

In den durchgefiihrten Experimenten konnten VSV-G pseudotypisierte Vektorpartikel generiert und
Hela Zellen transduziert werden (Abbildung. 11 B). Durch die Anzahl an GFP-positiven Zellen wurde
ein funktioneller Titer ermittelt (Abbildung 11 C). Der erhohte Virustiter des Kontrollvektors LV-ID
GFP, wie in Abbildung 11 C dargestellt, ist begriindet auf der geringeren TransgengrofRe im Vergleich
zum Tre-Rekombinase kodierenden Vektor (Abbildung 10). Mit ansteigender VektorgroRe sinkt der
erzielbare Titer, aufgrund der schlechteren Verpackung des viralen RNA-Genoms ins Kapsid des

Vektor Partikels (Kumar et al., 2001).

4.1.2 Transduktion von CD4" T-Lymphozyten mit VSV-G pseudotypisierten nicht-
integrierenden lentiviralen SIN-Partikeln

Wie in 1.2 beschrieben, ist flir das Ziel einer funktionellen Heilung, auf Basis einer T-Zell Gentherapie,
die effiziente Transduktion von primiren CD4" T-Lymphozyten von groRer Bedeutung. Um dies zu
Uberpriifen, wurden primire CD4" T-Zellen aus Buffy Coats isoliert (3.3.4.1) und mit VSV-G
pseudotypisierten Integrations-defizienten lentiviralen Vektoren (MOI 0,1) transduziert. (Abbildung

12).
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Abbildung 12: Transduktion von CD4" T-Lymphozyten mit nicht-integrierenden lentiviralen SIN-Vektor.
A. Aus Buffy Coats aufgereinigte T-Zellen wurden mit dem nicht-integrierenden Kontrollvektor mit MOI 0,1
transduziert. Nach 96 h wurde die Menge an GFP-positiven Zellen mittels FACS ermittelt.

In Abbildung 12 ist zu sehen, dass primire CD4" T-Lymphozyten mit dem lentiviralen Vektor System
transduziert werden konnten. Durch Erhéhung der MOI kann die Transduktionseffizienz verbessert
werden, jedoch ist der erreichbare funktionelle Titer und somit die geringe Transgenexpression fir

dieses Vektorsystem ein limitierender Faktor (Wanisch & Yafiez-Mufoz, 2009).

4.1.3 Persistenz und Uberpriifung der Integrations-Defizienz des lentiviralen
Vektorsystems in einem proliferierenden Zellsystem

Fir die Uberpriifung des transienten Gentransfers wurden Hela Zellen mit dem Integrations-
defizienten lentiviralen Vektor (LV-ID) mit einer MOI 1 transduziert. Als Kontrolle diente ein
Integrations-kompetenter lentiviraler Vektor (LV-IC). Der Anteil an GFP-positiven Zellen wurde
mittels FACS Uber einen Zeitraum von 10 Tagen bestimmt. Zusatzlich wurde genomische DNA aus
den Zellen extrahiert und mittels quantitativer Real-Time PCR der Gehalt an Vektor-DNA in den Zellen
ermittelt (Abbildung 13 A und B). Die stabile Integration des Integrations-kompetenten lentiviralen
Vektors sollte zu einer stabilen Menge an GFP-positiven Zellen im FACS, sowie einem stabilen Signal
fir vektorspezifische Sequenzen in der Real-Time PCR flhren. Durch Zellteilung kommt es zum
Verlust des Integrations-defizienten lentiviralen Vektorgenoms, einhergehend mit dem Verlust der

GFP-Expression.

Zur Uberpriifung der Integrations-Defizienz wurde zusétzlich eine semiquantitative nested-PCR (Alu-
PCR, 3.3.4) durchgefiihrt. Hierflr wurde die gereinigte genomische DNA von Tag 1 und 10 verwendet.
Mit Hilfe der Alu-PCR kann spezifisch in das Genom der Zelle integrierte Vektorsequenz

nachgewiesen werden.
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Abbildung 13: Persistenz im proliferierenden Zellsystem. A. Hela Zellen wurden mit dem ID lentiviralen
Vektor (LV-ID Tre) mit einer MOI 1 transduziert. Als Kontrolle diente ein IC lentiviraler Vektor, der mit
gleicher MOI verwendet wurde. Mittels FACS wurde der Anteil an GFP-positiven Zellen Gber einen Zeitraum
von 10 Tagen ermittelt. Pfeile markieren die Tage an welcher die Kultur 1:3 passagiert wurde. B. Nachweis
vektorspezifischer Sequenzen (GFP) in Relation zu zelluldaren Sequenzen des humanen Beta-Globulins (HBG)
mittels Real-Time PCR Analyse der genomischen DNA der transduzierten Hela Zellen. Pfeile markieren die
Tage an dem die Kultur 1:3 passagiert wurde. C. Alu-PCR zur Uberpriifung der Integrations-Defizienz des
lentiviralen Vektorsystems. Analyse der genomischen DNA der Hela Zellen von Tag 1 und 10 nach
Transduktion mit einem integrations-defizienten, oder integrations-kompetenten lentiviralen Vektorsystems.

In dem durchgefiihrten Experiment wurde gezeigt, dass der Integrations-defiziente (LV-ID) lentivirale
Vektor nach einem Zeitraum von 7 Tagen in dem proliferierenden Zellsystem nicht mehr
nachgewiesen werden konnte, weder mittels GFP-positiver Zellen im FACS, noch mittels quantitativer
Real-Time PCR (Abbildung 13 B und C). Der Integrations-kompetente (LV-IC) Vektor zeigte Gber den
untersuchten Zeitraum eine stabile Menge an GFP-positiven Zellen im FACS und ein stabiles Signal in
der quantitativen Real-Time PCR. Des Weiteren konnte mittels Alu-PCR gezeigt werden, dass nur bei
dem Integrations-kompetenten Vektor ein spezifisches DNA-Stiick amplifiziert wurde (Abbildung 13
C). Es zeigt, dass die spezifische, inaktivierende Mutation im katalytischen Motiv der Integrase (D64V)
effektiv die Integration in das Genom der Zielzelle verhindern kann. Auferdem wurde der Verlust des

Vektorgenoms durch Zellteilung tGber die Zeit demonstriert.
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4.1.4 Generierung chimarer adenoviraler Vektorpartikel und Vektor Titration

Fiir die Generierung chimarer adenoviraler Vektorpartikel mussten zuerst die entsprechenden
adenoviralen Vektoren Uber mehrere Schritte konstruiert werden (3.1.9.5). Es wurde ein
entsprechender Tre-Rekombinase-exprimierender adenoviraler Vektor (Ad-Tre) konstruiert. Dieser
beinhaltet, vergleichbar mit dem lentiviralen Vektorsystem, einen durch Tat transaktivierbaren
Promotor, der die Expression des Tre-Rekombinase-Gens induziert und einen PGK-Promotor
regulierten Selektionsmarker eGFP. Die Transgenkassette wurde anstatt der EI-Region in das
Virusgenom eingefligt (Abbildung 14 B). Dies resultiert in einen replikationsinkompetenten Vektor
(Graham et al., 1977). Zusatzlich zu dem Ad-Tre wurde ein passender Kontrollvektor erstellt, welcher
nur den mit Hilfe des PGK-Promotors regulierten Selektionsmarker eGFP tragt. Die Vektoren weisen
eine Deletion des nicht essenziellen E3-Gens (Volpers & Kochanek, 2004), sowie Frame-Shift
Mutationen im E4-Gen kodierenden Bereich auf, ausgenommen ist der offene Leserahmen 6 (ORF 6).
Dies ermoglichte eine verbesserte Generierung der Vektoren auf HEK-293 Zellen (Yeh et al., 1996).
Der fur die Fiber kodierender Genabschnitt wurde durch den Genabschnitt des Adenovirus 11
ersetzt, womit es zu einem Wechsel des Tropismus kommt (Jarads et al., 2007). Die entsprechenden

Vektorgenome sind in Abbildung 14 schematisch dargestellt.
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Abbildung 14: Schematische Darstellung des adenoviralen Genoms und seiner Transkripte.
A. Schematische Darstellung des Adenovirus Typ 5 Genoms. Die friihen Transkriptionseinheiten E1A, E1B,
E2A, E2B, E3, E4 sind in Transkriptionsrichtung dargestellt, sowie die Transkriptionseinheiten der spaten
Gene (L1-L5), angetrieben vom major late promoter (MLP). Die inversen terminalen Repetitionen (ITR) und
das Verpackungssignal W sind gekennzeichnet. B. Genomkarte eines vom Adenovirus 5 abgeleiteten
chimdren Vektors der ersten Generation. Die EI1-Region ist deletiert und durch das Transgen ersetzt,
bestehend aus einem Tat-responsiven und Tre-resistenten Promotor (HIV), welcher die Expression der Tre-
Rekombinase (Tre) steuert. Der Selektionsmarker eGFP wird durch den PGK-Promotor reguliert. Des
Weiteren ist die E3-Region deletiert. In der E4-Region wurden durch Frame-Shift Mutationen die Leserahmen
der kodierenden Bereiche mutiert. Als einziger aktiver Bereich bleibt der offene Leserahmen 6 (ORF 6)
bestehen. Der fir die Fiber kodierende Genabschnitt wurde durch den Genabschnitt des Adenovirus Typ 11
ersetzt.

Die Generierung adenoviraler Viruspartikel erfolgte Gber mehrere Reinfektionszyklen, wie in 3.4.3
beschrieben. Fir die Bestimmung des infektiosen Anteils des Virusstocks wurden Hela Zellen mit
unterschiedlichen Volumina an steril filtrierten ZellkulturGiberstanden transduziert. Nach 48 h wurde
die resultierende Anzahl an GFP-positiven Zellen mittels FACS gemessen und entsprechende

Vektortiter bestimmt (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Generierung chimarer adenoviraler Vektorpartikel und Vektor Titration. A. Fiir die Titration
wurden Hela Zellen mit verschiedenen Volumina an Virusiiberstand transduziert. Mittels FACS wurde nach
48 h die Menge an GFP-positiven Zellen ermittelt. (Exemplarisch fiir folgende Virusvolumina: Ad-Tre 2 pl und
10 pl). Hiermit konnte ein Vektortiter in Form von fluorescent forming units (ffu) ermittelt werden.
B. Darstellung der ermittelten Vektortiter in ffu/ml fir die jeweiligen Vektorpartikel.
In den durchgefiihrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass chimare adenovirale Vektoren
konstruiert und virale Vektorpartikel hergestellt werden kdnnen. Hiermit konnten Hela Zellen
transduziert (Abbildung 15 A) und ein funktioneller Titer anhand der Anzahl an GFP-positiven Zellen
im FACS ermittelt werden (Abbildung 15 B). Die Herstellung hochtitriger Vektoriiberstande wird
durch mehrere Reinfektionszyklen auf HEK-293 Zellen erreicht. Der niedrigere Titer flir den

adenoviralen Kontrollvektor (Ad-GFP) ist somit auf eine geringere Anzahl an Reinfektionszyklen bei

der Vektorproduktion zurickzufihren.

4.1.5 Oberflichenrezeptorfiarbung von CD4" T-Lymphozyten

Fiir eine gentherapeutische Behandlung von HIV-infizierten T-Lymphozyten ist die Fahigkeit des
Einbringens des therapeutischen Gens in diese Zellen, von hoéchster Bedeutung. Die
Transduktionsfahigkeit hangt hierbei stark von der Expression des spezifischen Oberflachenrezeptors
ab. Konventionelle auf Adenovirus Typ 5 beruhende Vektoren nutzen hierfiir den CAR-Rezeptor
(Arnberg, 2012), welcher nur marginal auf T-Lymphozyten exprimiert wird (Schmidt et al., 2000). Es
konnte gezeigt werden, dass Adenoviren der Gruppe B dagegen CD46 als Rezeptor fiir die Infektion
von Zellen nutzen (Gaggar et al., 2003). Der in dieser Arbeit konstruierte chimare adenovirale Vektor
tragt das fur das Fiberprotein kodierende Gen des Adenovirus Typ 11 (Abbildung 14), welcher der
Gruppe B angehort. Es sollte demnach dem Vektor moglich sein, CD46 exprimierende Zielzellen
effektiv zu transduzieren. Um die Expression von CD46- und CAR-Rezeptoren auf primdren CD4" T-
Lymphozyten nachzuweisen, wurden die T-Lymphozyten aus Buffy Coats aufgereinigt (3.3.4.1), mit

Hilfe von spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikdrpern angefarbt (3.3.10) und im FACS analysiert.
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Abbildung 16: CAR-/CD46-Oberflichenrezeptor-Expression auf primdren CD4"' T-Lymphozyten. A. Primare
CD4" T-Lymphozyten wurden teilweise mit Anti-CD3/CD28 Dynabeads® stimuliert. Die Zellen wurden mit
spezifischen fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen CAR- oder CD46-Rezeptoren gefdrbt und im FACS
analysiert. Das Histogramm zeigt die jeweilige Expression der Rezeptoren.
In diesem Experiment konnte gezeigt werden (Abbildung 16), dass primdre CD4" T-Lymphozyten eine
hohe Expression von CD46-Rezeptoren auf der Oberflache aufweisen, welche durch Aktivierung mit

Anti-CD3/CD28 Dynabeads® weiter erhéht werden konnte. Im Vergleich hierzu konnte nahezu keine

Expression des CAR-Rezeptors nachgewiesen werden.

4.1.6 Transduktion von CD4" T-Lymphozyten mit chimidren und konventionellen
adenoviralen Vektoren

In 4.1.5 konnte eindrucksvoll gezeigt werden, dass primiare CD4" T-Lymphozyten eine hohe
Expression von CD46 auf ihrer Oberflache aufweisen. Das chiméare adenovirale Vektorsystem sollte
demnach fahig sein, diese Zellen effektiv zu transduzieren. Um dies zu lberprifen wurden primare
CD4" T-Lymphozyten aus Buffy Coats aufgereinigt und mit dem chimiren adenoviralen Kontrollvektor
mit ansteigender MOI transduziert. Als Vergleich diente ein auf dem Adenovirus Typ 5 beruhender,
GFP-exprimierender Vektor. Der Gehalt an GFP-positiven Zellen wurde 96 h nach Transduktion

mittels FACS gemessen.
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Abbildung 17: Transduktion von primidren CD4" T-Lymphozyten mit adenoviralen Vektoren. A. Primire T-
Lymphozyten wurden mit einem auf dem Adenovirus Typ 5 basierenden Vektor oder dem chimaren Vektor
mit unterschiedlicher MOI transduziert. Nach 96 h wurde die Menge an GFP-positiven Zellen mittels FACS
ermittelt. B. CD4" T-Lymphozyten wurden mit ansteigender MOl mit dem chiméren adenoviralen Vektor
transduziert und die Menge an GFP-positiven Zellen nach 96 h im FACS gemessen.

In Abbildung 17 A ist zu sehen, dass primare CD4" T-Lymphozyten mit dem chimiren Vektorsystem
(Ad5/11_GFP) transduziert werden konnten. Mit Erhéhung der MOI konnte ein Anstieg an GFP-
positiven Zellen gemessen werden. Im Vergleich hierzu wurden nahezu keine GFP-positiven Zellen fir
den konventionellen Vektor (Ad5_GFP) detektiert. Eine Erhéhung bis zu einer MOI von 100 bewirkte
einen weiteren Anstieg an GFP-positiven Zellen bei chimaren Ad5/11 Vektoren (Abbildung 17 B).

Darliber hinaus konnte kein weiterer Anstieg an GFP-positiven Zellen gemessen werden.

4.1.7 Western Blot-Analyse der HIV-abhédngigen Transgenexpression

Nach Generierung der verschiedenen adenoviralen und lentiviralen Vektorpartikel wurde die
induzierte Expression der Tre-Rekombinase nachgewiesen. Diese ist abhangig von dem viralen HIV-
spezifischen Protein Tat, so dass nur in HIV-infizierten Zellen es zur konditionalen Expression der Tre-

Rekombinase kommt. Diese Eigenschaft konnte die Sicherheit einer Gentherapie weiter erhéhen.

Fir den Nachweis der induzierten Tre-Rekombinase-Expression wurden Hela Zellen mit oder ohne
Tat-Expressionsplasmid transfiziert und mit den entsprechenden Tre-Rekombinase tragenden
Vektoren transduziert (MOI 5). 48 h nach Transduktion wurden die Zellen geerntet und mittels

Western Blot-Analyse, wie in 3.2.3 beschrieben, tberprift.
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Abbildung 18: Western Blot-Analyse der Transgenexpression. A. Hela Zellen wurden mit oder ohne Tat-
Expressionsplasmid transfiziert und anschlieBend mit dem adenoviralen oder lentiviralen Vektorsystem
transduziert (MOI 5). 48 h nach Transduktion wurden die Zellen, durch Western Blot-Analyse der
Transgenexpression, Uberprift und mittels /Rdye-gekoppelter Sekundarantikdrper auf dem Licor Odyssey-
System sichtbar gemacht.

In diesem Experiment konnte die induzierte Expression der Tre-Rekombinase, abhdngig von dem

viralen HIV-spezifischen Protein Tat, mit Hilfe einer Western Blot-Analyse fiir beide Vektorsysteme

gezeigt werden.

4.1.8 Vergleich der erzielbaren funktionellen Titer der beiden Vektorsysteme

In den vorherigen Experimenten wurde gezeigt, dass adenovirale und lentivirale Vektorpartikel
generiert, CD4" T-Lymphozyten transduziert und die Expression der Tre-Rekombinase induziert
werden kann. Fir die generierten Vektorpartikel konnte jeweils ein spezifischer funktioneller Titer in
ffu/ml bestimmt werden. Stellt man vergleichend die erzielbaren funktionellen Titer der Tre-
Rekombinase-exprimierenden Vektoren gegeniiber (Abbildung 19), kann man ersehen, dass ein bis
zu 2800x hoherer funktioneller Titer flir das adenovirale Vektorsystem erzielt werden konnte. Der
hohe funktionale Titer ist eine bekannter Vorteil adenoviraler Vektoren (Danthinne & Imperiale,
2000; Peterson et al., 2013a; Volpers & Kochanek, 2004). Fir eine T-Zell Gentherapie, mit autologen
T-Zell Transfer, werden pro Patienten ca. 10% T-Zellen transplantiert (Brunstein et al., 2011; Scholler
et al., 2012; Tebas et al., 2014). Somit sind hohe funktionale Titer fur das effiziente Einbringen des
therapeutischen Gens von entscheidender Bedeutung. Das chimare adenovirale Vektorsystem stellt
somit ein vielversprechenderes Vektorsystem fiir primare Zellkulturen und eine gentherapeutische

Behandlung dar.
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Abbildung 19: Vergleich der Vektorsysteme in Bezug auf die generierten funktionellen Titer. A. Fir die
Titration wurden Hela Zellen mit verschiedenen Volumina an Virusiiberstand transduziert. Mittels FACS
wurde nach 48 h die Menge an GFP-positiven Zellen ermittelt. Hiermit konnte ein Vektortiter in ffu/ml
ermittelt werden. Hier exemplarisch dargestellt fur die ermittelten Vektortiter in ffu/ml der beiden Tre-
Rekombinase exprimierenden Vektoren.

4.2 Analyse der potenziellen Toxizitadt in Zellkultur

Der effektive, aber vor allem sichere, Transfer eines therapeutischen Gens in die Zielzelle ist eine
Grundvoraussetzung fiir eine erfolgreiche Gentherapie. Hierbei muss jedoch die, durch das

Vektorsystem verursachte, potenzielle Toxizitdt untersucht werden.

4.2.1 Einfluss der Vektoren auf die Zellviabilitat

Um den Einfluss der hergestellten Vektoren auf die Zellviabilitdt zu bestimmen, wurden AlamarBlue-
und MTT-Assays durchgefiihrt. Mit Hilfe dieser Assay-Systeme lasst sich der Einfluss der Vektoren auf
die metabolische Aktivitdt der Zelle photometrisch bestimmen. Der AlamarBlue-Assay nutzt eine
wassrige Resazurin-Losung, die durch die metabolische Aktivitat der Zelle zu Resofurin reduziert wird,
was einen Farbumschlag zur Folge hat. Der MTT-Assay beruht auf einem dhnlichen Prinzip, hierbei
wird das gelbe 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) in ein blau-

violettes, wasserunldsliches Formazan reduziert.

Fir die Bestimmung wurden Jurkat T-Zellen mit dem lentiviralen oder adenoviralen Vektor mit
unterschiedlicher MOI transduziert. 72 h nach Transduktion wurde die Zellviabilitat, wie in 3.3.8
beschrieben, gemessen (Abbildung 20). Die Transduktionseffizienzen wurden jeweils mittels FACS

ermittelt.
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Abbildung 20: Allgemeine Vektortoxizitdt. A. Jurkat T-Zellen wurden mit lentiviralen bzw. adenoviralen
Vektoren mit unterschiedlichen MOI transduziert. 72 h nach Transduktion wurde ein MTT- und AlamarBlue-
Assay durchgefiihrt, um die Zellviabiltat zu bestimmen.

In diesen Experimenten konnte kein negativer Einfluss auf die Zellviabilitat durch die jeweiligen

Vektorsysteme festgestellt werden.

4.2.2 Einfluss der Vektoren auf die Zellzyklusprogression und das Apoptoseverhalten in
Zellkultur

Zur Analyse des Einflusses der beiden Vektorsysteme auf das Profil der Zellzyklus-Phasen wurde eine
Propidiumiodidmarkierung durchgefiihrt (3.3.12). Propidiumiodid (P1) ist eine
Nukleinsdureinterkalator. Die Zellmembran wird durch Methanol Fixierung perforiert und fir das
Propidiumiodid durchgdngig gemacht. Die PI-Fluoreszenz kann so dem DNA-Gehalt der Zelle

zugeordnet werden.

Hierzu wurden Jurkat T-Zellen mit MOI 1 transduziert, fixiert und mit Propidiumiodid (Pl) markiert.
Als Vergleich wurden nicht-transduzierte Jurkat T-Zellen verwendet (Abbildung 21). Die Analyse

erfolgte mittels FACS, wobei die Transduktionseffizienz durch GFP-Expression ermittelt wurde.
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Abbildung 21: Zellzyklusanalyse von transduzierten Jurkat T-Zellen. A. Um einen Einblick in die Proliferation
der transduzierten Zellen zu erhalten, wurde 72 h nach der Transduktion (MOI 1) von Jurkat T-Zellen eine
Zellzyklusanalyse durchgefiihrt. Mit Hilfe einer Propidiumiodidmarkierung wurden die Zellen im FACS
analysiert und die spezifische Auftrennung der Zellen entsprechend ihrer Zellzyklusphase (G1, S, G2) im
Histogramm dargestellt. Die Transduktionseffizienz wurde mittels GFP-Expression ermittelt.

In der Histogramm Darstellung der PI-Fluoreszenz (Abbildung 21) findet man zwei deutliche Peaks,
der vordere wird der G1-Phase (einfacher DNA-Gehalt) und der hintere der G2-Phase (doppelter
DNA-Gehalt) zugeordnet. Dazwischen liegt der Anteil der S-Phase, derjenigen Zellen deren DNA
gerade repliziert wird. Es ist ersichtlich, dass durch Transduktion der Jurkat T-Zellen, im Vergleich zu

nicht transduzierten Zellen, es zu keiner Verschiebung der Zellzyklusphasen kommt.

Des Weiteren wurde mit den Vektorsystemen eine Apoptose-Untersuchung in Jurkat T-Zellen
durchgefiihrt. Diese basiert auf der Markierung von Phosphatidylserin auf der Plasmamembran mit
Annexin V als Indikator fiir apoptotische Zellen. Verdanderungen der Plasmamembran sind erste
Anzeichen apoptotischer Prozesse. Hierbei wird das Phospholipid Phosphatidylserin von der inneren
zur duBeren Seite der Plasmamembran translokalisiert. Ferner wurden tote unfixierte Zellen mit
perforierter Plasmamembran mit Pl markiert (3.3.11). Als Vergleich dienten nicht-transduzierte

Jurkat T-Zellen (Abbildung 19). Die Auswertung erfolgte wiederum mittels FACS.
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Annexin V
Abbildung 22: Einfluss der Transduktion von Jurkat T-Zellen auf die Induktion von Apoptose. A. Jurkat T-
Zellen wurden transduziert (MOI 1). 72 h nach Transduktion wurde der Anteil an apoptotischen Zellen
(Annexin V-positiv) und toten Zellen (Pl-positiv) mittels FACS bestimmt. Die Transduktionseffizienz wurde
mittels GFP-Expression ermittelt.
Wie in Abbildung 22 ersichtlich kam es durch die Transduktion mit den Vektorsystemen zu keiner
Erhohung des Anteils an apoptotischen Zellen. So konnte in den durchgefiihrten Experimenten kein

Einfluss der Vektorsysteme auf die Zellzyklusprogression im Vergleich zu nicht-transduzierten Zellen,

sowie auf das Apoptosemuster festgestellt werden.

64



Ergebnisse

4.3 Analyse der antiviralen Effekte in Zellkulturen

In den bisher durchgefiihrten Experimenten konnte gezeigt werden, dass unterschiedliche humane
Zelllinien, sowie primdre T-Lymphozyten mit den Vektorsystemen transduziert werden kénnen. Des
Weiteren wurde nachgewiesen, dass im jeweiligen Vektorkontext Tre-Rekombinase von einem
Promotor exprimiert werden kann, der durch das HIV-spezifische Tat Transaktivator-Protein reguliert
wird. Die antiviralen Eigenschaften der Tre-Rekombinase sind ein entscheidener Aspekt fiir eine
erfolgreiche Gentherapie. Die Tre-Rekombinase erlaubt ein gezieltes Entfernen des Provirus aus HIV-
infizierten Zellen. Das Provirus wird hierbei durch homologe Rekombination entfernt. Die homologe
Rekombination hat den Vorteil, dass keine freien DNA-Enden entstehen, sondern zu sich kompatible
Enden erzeugt werden. Somit kommt es zu keiner Sequenzveranderung, dadurch wird das Risiko von

Insertionen oder Deletionen minimiert.

Wie beschrieben ist neben der erfolgreichen Expression, die Funktionalitdt der Tre-Rekombinase von
entscheidender Bedeutung. Dies soll nun in verschiedenen Experimenten mittels
Reporterkonstrukten, Indikatorzelllinie und primaren HIV-infizierten CD4" T-Lymphozyten untersucht

werden.

4.3.1 Funktionelle Analyse der Vektor-vermittelten Tre-Rekombinase-Expression

Fiir die funktionelle Analyse der Vektor-vermittelten Tre-Rekombinase-Expression wurden Hela-tat-
Il Zellen verwendet. Diese Zellen gewahrleisten eine standige Induktion der Expression der Tre-
Rekombinase. Die Zellen wurden mit einem Reporterkonstrukt (Abbildung 23 A), welches eine (im
negativen Kontrollvektor pHIV/T1/Luc) oder zwei Tre-Rekombinase Erkennungssequenzen (im Tre-
Testvektor pHIV/T2/Luc) beinhaltet, transfiziert und mit dem jeweiligen Tre-Rekombinase
exprimierenden Vektoren transduziert. Wie in 1.2.1 beschrieben, erkennt die Tre-Rekombinase die
Erkennungssequenzen. Es kommt jedoch nur zur homologen Rekombination, wenn das Gen durch
zwei Erkennungssequenzen flankiert ist. Dies ist nur bei dem Tre-Testvektor der Fall. Die Tre-
vermittelte homologe Rekombination fiihrt zu dem Verlust des zwischen den Erkennungssequenzen
liegenden Bereiches. Der Verlust kann mittels PCR nachgewiesen werden. Er fihrt zu einer
verringerten AmplikongréRe von 756 bp im Vergleich zum nicht-rekombinierten Expressionsplasmid

von 2,7 kb (Abbildung 23 A).
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Abbildung 23: Funktionelle Analyse der Vektor-vermittelten Tre-Rekombinase. A. Schematische Darstellung der
verwendeten Reporterplasmide. Weille Dreiecke stellen die Tre-Rekombinase Erkennungssequenz dar, schwarze
Dreiecke die Position der verwendeten Primer. B. Hela-tat-lll Zellen wurden mit dem Plasmid pHIV/T1/Luc
(negative Tre-Kontrolle) oder pHIV/T2/Luc (Tre-Testvektor) transfiziert und anschlieBend mit dem Tre-
Rekombinase exprimierenden lentiviralen oder adenoviralen Vektorsystem transduziert (MOI 1). Die durch die
Tre-Rekombinase-vermittelte Rekombination resultierte in einer AmplikongréRe von 756 bp (*) und wurde
mittels PCR nachgewiesen.

Es konnte in diesen Experimenten gezeigt werden, dass die Tre-Rekombinase exprimierenden
Vektoren nur in Zellen, welche mit dem Tre-Testvektor pHIV/T2/Luc transfiziert wurden, spezifisch
das kleinere Amplikon von 756 bp aufweisen. Rekombinationsereignisse waren demnach von der
Expression der Tre-Rekombinase und zwei Tre-Zielsquenzen im DNA-Substrat (d.h. im

Reporterplasmid) abhangig. Somit konnte eindrucksvoll die sequenzabhangige Funktionalitat Vektor-

vermittelter Tre-Rekombinase demonstriert werden.

4.3.2 Analyse der Tre-Rekombinase Aktivitat in HeLa-smurf Indikatorzellen

Um die Aktivitat der Vektor-vermittelten Tre-Rekombinase in einem HIV-relevanteren System
nachzuweisen, wurden Aktivitatsstudien in Hela-smurf Indikatorzellen durchgefiihrt. Hela-smurf
Zellen wurden urspriinglich mit pseudotypisiertem HIV-1 infiziert und enthalten ein stabil integriertes
und replikationsinkompetentes HI-Provirus (Abbildung 24 A; (Hauber et al., 2013). Dieses HI-Provirus
enthalt ein Markergen (blb: blue fluorescent protein (BFP)-Linker-blasticidin S-deaminase), welches
anstelle des nef-Gens in das Virusgenom eingefligt wurde. Das Markergen erlaubt eine Selektion der
Zellen durch das Antibiotikum Blastizidin S und FACS aufgrund der BFP-Expression. Bei der Tre-
vermittelten Rekombination des integrierten Provirus entstehen zwei Produkte (Abbildung 24 B) —
das zirkuldre Provirus (das sog. Exzisionsprodukt), welches einen HIV-LTR enthilt und eine
vollstandige LTR Sequenz, die im Genom verbleibt (die sog. genomische Narbe). Das transient
entstehende Exzisionsprodukt kann nicht mehr integrieren und kann mittels spezifischer PCR

nachgewiesen werden. Letztendlich wird es durch zelluldre Nukleasen abgebaut.

Zum Nachweis des Exzisionsprodukts, und damit zum direkten Nachweis der Tre-Aktivitat, wurden

Hela-smurf Indikatorzellen mit den entsprechenden lentiviralen und adenoviralen Tre-Vektoren
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transduziert (MOI 6). Uber einen Zeitraum von sieben Tage wurde tiglich genomische DNA aus den
entsprechenden Zellkulturen extrahiert. Auerdem wurden am Tag 4 nach der Transduktion weitere

Zellen zum Nachweis der unterschiedlichen Transgene (Tre bzw. GFP) mittels Western Blot-Analyse

geerntet.
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Abbildung 24: Tre-Rekombinase Aktivitdt in Hela-smurf Indikatorzellen. A. Schematische Darstellung der
replikationsinkompetenten (-A-) HIV-Mutante, die fir die Herstellung der HelLa-smurf Zellen verwendet wurde.
Die fur das virale Protein Nef kodierende Sequenz wurde gegen den Selektionsmarker b/b ausgetauscht.
B. Prinzipieller Nachweis der Tre-Rekombinase Aktivitdt, wobei bei erfolgreicher Rekombination bzw. Exzission
der proviralen DNA aus dem Genom der Wirtszelle zwei Produkte entstehen, ein im Genom verbleibender LTR
und das zirkuldre Exzisionsprodukt, welches den verbliebenen LTR enthalt. Mittels PCR (Primer P1 und P2) lasst
sich das zirkuldare Exzisionsprodukt nachweisen. C. Hela-smurf Zellen wurden mit MOI 6 transduziert.
Genomische DNA-Proben wurden Uiber eine Dauer von 7 Tagen gesammelt und prdpariert. Mittels PCR konnte
das Exzisionsprodukt in Tre-Rekombinase exprimierenden Zellen nachgewiesen werden. D. Western Blot-Analyse
der entsprechenden Zellen, geerntet am Tag 4, zum Nachweis der Tre-Rekombinase-Expression.

Mittels spezifischer PCR wurde das Exzisionsprodukt in den Indikatorzellen, welche mit den Tre-
Rekombinase tragenden Vektoren transduziert wurden, nachgewiesen (Abbildung 24 C). Das starkste
Signal wurde am Tag 4 nach Transduktion gemessen. Am Tag 4 wurde zusatzlich eine Western Blot-
Analyse der Zellen durchgefiihrt, wo die Expression der Tre-Rekombinase, sowie des Markergens gfp
nachgewiesen wurde. Mit Hilfe dieses experimentellen Aufbaus konnte die Aktivitdt von Tre-
Rekombinase, welche durch die jeweiligen episomalen Tre-Vektoren Tat-abhangig exprimiert wurde,

direkt und eindeutig nachgewiesen werden.

Des Weiteren wurde die antivirale Wirkung von Tre-Rekombinase durch Verlust der virus-
vermittelten BFP-Expression mittels FACS und quantitativer Real-Time PCR bestatigt. Fir diese

Experimente wurden Hela-smurf Indikatorzellen mit den jeweiligen Vektoren transduziert (MOI 2)

und liber 12 Tage analysiert.
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In Abbildung 25 A ist schematisch der Verlauf des Verlustes der BFP-Expression durch die Tre-
Rekombinase vermittelte Rekombination dargestellt. Indikatorzellen, die mit dem Tre-Rekombinase
tragenden Vektor transduziert werden, resultieren in einer GFP- und BFP-positiven Zellpopulation.
Die HIV-vermittelte Expression der Tre-Rekombinase resultiert in einem Verlust der BFP-Expression
durch homologe Rekombination des viralen Genoms. Aufgrund der transienten Eigenschaft der nicht-
integrierenden Vektoren kommt es zum Verlust des Vektorgenoms durch Zellteilung und so ebenfalls
zum Verlust der GFP-Expression. Die Transduktion der Indikatorzellen mit dem Kontrollvektor fiihrt
ebenfalls zu einer BFP- und GFP-positiven Zellpopulation, welche jedoch durch Verlust des
Vektorgenoms durch Zellteilung wieder zu einer einfach BFP-positiven Zellpopulation flihrt. Durch
den Verlust der BFP-Expression kann die antivirale Aktivitdit der Tre-Rekombinase, sowie die

transienten Eigenschaften der Vektorsysteme im FACS nachgewiesen werden.
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Abbildung 25: FACS-basierte Analyse der Vektor-vermittelten Tre-Rekombinase Aktivitdt in Hela-smurf
Indikatorzellen. A. Schematische Darstellung der Hela-smurf Indikatorzellen, welche mit dem entsprechenden
Tre-Rekombinase exprimierenden Vektor oder dem negativen Kontrollvektor transduziert wurden. Dies ergibt
eine GFP- und BFP-positive Zellpopulation, welche im Falle des Kontrollvektors wieder zu einer einfach BFP-
positiven Zellpopulation, aufgrund von Ausdiinnung und Degradation des Vektors, fihrt. Die Expression der Tre-
Rekombinase resultiert im Verlust der BFP-Expression, die im FACS detektiert werden kann. B. HelLa-smurf Zellen
wurden mit MOI 2 an den gekennzeichneten Zeitpunkten (Pfeile) transduziert und Uber einen Zeitraum von 12
Tagen mittels FACS analysiert.

Die FACS-basierte Analyse zeigte im Falle der mit Tre-Rekombinase transduzierten Hela-smurf
Indikatorzellen einen raschen Anstieg der HIV-negativen Zellpopulation. Im Vergleich hierzu zeigten
die Kontrollkulturen (Tre-negative Kulturen) eine stabile HIV-positive Zellpopulation, vergleichbar mit

der nicht transduzierten Referenzkultur (mock). Die antivirale Aktivitat ist durch den raschen Anstieg

der HIV-negativen Kultur deutlich sichtbar. Das adenovirale Vektorsystem zeigte hier eine deutlichere
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antivirale Aktivitdt (ca. 85% geheilte Zellen) im Vergleich zum lentiviralen Vektorsystem (ca. 63%

geheilte Zellen).

Um den Verlust chromosomal integrierter HIV-Genome (d.h. von gag-Sequenzen) weiter zu
Uberprifen, wurde aus den Zellen genomische DNA extrahiert und diese mit Hilfe quantitativer Real-
Time PCR analysiert. AuBerdem wurden die transienten Eigenschaften der Vektorsysteme durch
Nachweis vektorspezifischer Sequenzen Uberpriift. Fiir das adenovirale Vektorsystem wurde die
Sequenz des Selektionsmarkers GFP (gfp), sowie fir das lentivirale Vektorsystem die Sequenz des
PRE-Elements (pre) amplifiziert und in Relation zur zelluldaren Sequenz des humanen Beta-Globulins

(hbg) analysiert.
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Abbildung 26: Analyse antiviraler Effekte von Vektor-vermittelter Tre-Rekombinase in Hela-smurf
Indikatorzellen mittels quantitativer Real-Time PCR. A. Hela-smurf Zellen wurden mit MOI 2 an den
gekennzeichneten Zeitpunkten transduziert (Pfeile). Uber einen Zeitraum von 12 Tagen wurde die genomische
DNA isoliert. Mittels Real-Time PCR Analyse wurde die HIV-spezifische provirale Sequenz (gag) in Relation zur
zelluldren Sequenz des humanen Beta-Globulins (hbg) nachgewiesen. B. Nachweis vektorspezifischer Sequenzen
(gfp fur Ad5/11; pre fir LV-ID) in Relation zu zelluldrer Sequenz (hbg) mittels Real-Time PCR Analyse. Die Tage der
Transduktion sind mit Pfeilen markiert.

Uber einen Beobachtungszeitraum von 12 Tagen wird deutlich, dass die Menge an proviralen gag-
Sequenzen in Gegenwart von Tre-Rekombinase im zeitlichen Verlauf stark abnimmt. Dies war nicht in
den Zellen zu beobachten, die mit Kontrollvektor behandelt wurden (Abbildung 26 A). Der Nachweis
der vektorspezifischen Sequenzen zeigt deutlich die transienten Eigenschaften der jeweiligen
Vektorsysteme, wie dies schon in 4.1.3 beschrieben wurde. Das deutlich erhéhte Vektor-Signal des
Tre-Rekombinase kodierenden lentiviralen Vektorsystems, im Vergleich zum Kontrollvektor, ist auf
die schlechtere Verpackung des groBeren viralen RNA-Genoms in das Kapsid des Vektors
zurickzufihren (Kumar et al.,, 2001). Im Falle des Tre-Rekombinase exprimierenden adenoviralen
Vektorsystems ist dies auf etwaige Promotor-Interferenzen der Transgenkassette zurilickzufihren.
Fiir eine bessere Vergleichbarkeit der Systeme wurde die Transgenkassette aus dem lentiviralen
Vektor Gbernommen. Im lentiviralen Vektor werden die Tre-Rekombinase und das Markergen gfp
von zwei unterschiedlichen Promotoren exprimiert, welche dasselbe Polyadenylierungssignal

verwenden. Aufgrund des Aufbaus des lentiviralen Genoms ist dies notwendig, da ein zusatzliches

Polyadenylierungssignal innerhalb des Vektorgenoms zum verfriihten Abbruch bei der Generierung
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des RNA-Vektorgenoms fiihren wiirde (Sakuma et al., 2012; Yu et al., 2003). Demnach konnten keine
funktionellen Partikel generiert werden. Dagegen konnte beim adenoviralen Vektorsystem ein
zusatzliches Polyadenylierungssignal hinzugefiigt und somit Promotor Interferenzen vermieden und
vergleichbare Transgenexpression zum Kontrollvektor erzielt werden (Shearwin et al., 2005; Vogels

etal., 2007).

4.3.3 Antivirale Effekte in HIV-1p, -infizierten primaren T-Lymphozyten

In den zuvor gezeigten Experimenten konnte der Transfer, die Expression und die antivirale Aktivitat
von Tre-Rekombinase mit Hilfe episomaler Vektoren in Reporterzelllinien nachgewiesen werden. Fir
funktionelle Heilungsansatze mittels adoptiven T-Zell-Transfers ist die effiziente Einbringung des
therapeutischen Gens in CD4" T-Lymphozyten jedoch von essenzieller Bedeutung. Wie schon in 4.1.8
beschrieben, besitzt das adenovirale Vektorsystem einen bis zu 2800x héheren funktionellen Titer im
Vergleich zum lentiviralen Vektorsystem und stellt somit ein vielversprechenderes Vektorsystem fir
gentherapeutische Anwendungen dar. Es wurde deshalb nachfolgend fiir den Nachweis von

antiviralen Tre-Effekten in HIV-1g, -infizierten primaren T-Lymphozyten verwendet.

Primare CD4" T-Zellen wurden aus Buffy Coats isoliert (3.3.4.1), mit Phytohemagglutinin (PHA-P)
aktiviert und mit einem Derivat des etablierten Virusisolates HIV-1g,, infiziert (3.4.5). Dieses HI-Virus
exprimiert anstatt des viralen Proteins Nef Luziferase (HIV-1g,/uc2; Abbildung 27 A). Somit kann eine
Quantifizierung HIV-infizierter Zellen durch den Nachweis der viruskodierten Luziferaseaktivitat

erfolgen.

Die HIV-1 Tat-abhdngige Expression der Tre-Rekombinase ist ein wichtiger Sicherheitsaspekts des
verwendeten Vektorsystems. Fiir die Uberpriifung der Induktion durch replikationskompetentes HIV-
1g.Juc2-Virus wurden primdre CD4" T-Lymphozyten mit dem adenoviralen Tre-Rekombinase
kodierenden Vektor transduziert. Nach erfolgter Zelltransduktion wurde die Kultur geteilt und ein
Teil mit HIV-1g,/uc2 infiziert. 72 h nach HIV-Infektion wurden die Zellen geerntet und zellulare
Gesamt-mRNA extrahiert. Mittels spezifischer quantitativer Real-Time PCR konnte dann die HIV-1
Tat-vermittelte Induktion von Tre-Rekombinase kodierender mRNA nachgewiesen. Zur internen
Kontrolle dieser Experimente wurde die Expression der tre mRNA auf die Menge der
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) kodierenden zellularen Transkripte bezogen
(Abbildung 27 B).

Zum Nachweis der antiviralen Aktivitit der Tre-Rekombinase wurden primidre CD4" T-Lymphozyten
mit HIV-1g,/uc2 infiziert (Abbildung 27 C, roter Pfeil). Die erfolgreiche Infektion wurde durch
Messung der Luziferaseaktivitat kontrolliert. Nach Infektion wurde die Kultur geteilt und ein Teil mit

dem Tre-Rekombinase-kodierendem Vektor, der andere Teil mit dem Tre-negativen Kontrollvektor
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mit MOI 50 transduziert (Abbildung 27 C, schwarzer Pfeil). Den jeweiligen Zellkulturen wurden nach
der Transduktion cART Medikamente (Lamivudine, Abacavir, Raltegravir) zugesetzt, um eine
Neuinfektion der T-Zellen zu verhindern. Abbildung 27 C zeigt beispielhaft den experimentellen
Verlauf. Es konnte in vier unabhangigen Experimenten gezeigt werden (Abbildung 27 D), dass eine
signifikante Reduzierung der Luziferaseaktivitat, d.h. eine deutliche Abnahme von HIV-Sequenzen, in

den mit Tre-Rekombinase transduzierten Zellen, in Bezug auf die Kontrollkultur, nachzuweisen war.
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Abbildung 27: Antivirale Effekte in HIV-1g, -infizierten primdren T-Lymphozyten. A. Schematische Darstellung
der replikationskompetenten HIV-1 Mutante (HIV-1g,/uc2). Die fur das virale Protein Nef kodierende Sequenz
wurde durch das Luziferase 2 Gen, luc2, ersetzt. B. Nachweis HIV-vermittelter Induktion von Tre-Rekombinase
spezifischer mRNA in Relation zu zelluldarer mRNA-Expression von GAPDH in HIV-1g,-infizierten und nicht-
infizierten T-Lymphozyten. C. Nachweis der HIV-1p,/uc2-vermittelten Biolumineszenz pro Zelle in T-
Lymphozyten. Primare T-Lymphozyten wurden mit HIV-1g,/uc2 infiziert (roter Pfeil). Nach erfolgter Infektion
wurde die Kultur geteilt und mit dem adenoviralen Tre-Rekombinase exprimierenden Vektor, oder dem
adenoviralen Kontrollvektor transduziert (schwarzer Pfeil). Zur Verhinderung der Neuinfektion durch neu
entstehende HI-Viren wurden der Kultur nach der Transduktion cART Medikamente zugefiigt. D. Darstellung des
Biolumineszenz Signals pro Zelle am Tag 7 nach Transduktion. Es sind vier unabhangige Experimente gezeigt in
Relation zur Kontrollkultur in %.

Die in Abbildung 27 gezeigten Ergebnisse bestatigen die signifikanten antiviralen Eigenschaften von
HIV-LTR-spezifischer Tre-Rekombinase, die mit Hilfe eines chimaren adenoviralen Vektors HIV-1 Tat-
vermittelt in primaren T-Lymphozyten exprimiert wird. Sieben Tage nach Transduktion war aufgrund
von Tre-Aktivitat die viruskodierte Luziferaseaktivitat signifikant verringert (Abbildung 27 D). Leider
war es nicht moglich, die primaren T-Zellen fiir einen langeren Zeitraum zu beobachten, da HIV-
infizierte primare Zellen in vitro nicht (ber mehrwochige Zeitrdume zu kultivieren waren.
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Mit mehr als 35 Millionen HIV-positiven Menschen weltweit hat die AIDS-Epidemie einen neuen
Hochststand erreicht. Jedes Jahr steigt diese Zahl um weitere 2 Millionen Menschen (Stand Ende
2012, UNAIDS). Behandelt werden HIV-Infektionen mit Hilfe antiretroviraler Therapie (ART), die bis
heute die einzige verfligbare Therapieform darstellt. Ihre Weiterentwicklung zur sogenannten
Kombinationstherapie (cART) hat geholfen, Infektionen mit HIV nicht mehr als unausweichliches
Todesurteil, sondern eher als komplexe chronische Erkrankung anzusehen (Deeks et al., 2013). Die
gegenwartige cART inhibiert verschiedene Schritte des viralen Lebenszyklus und hilft so, die
Krankheit zu kontrollieren, die Gesundheit des Patienten zu verbessern, sein Leben zu verlangern und
das Ubertragungsrisiko zu verringern. Die Therapie besitzt jedoch nicht die Mbglichkeit, die
Gesundheit wieder vollstindig herzustellen bzw. Patienten zu heilen. Zudem erhéht cART, aufgrund
der Notwendigkeit zur lebenslangen Einnahme, das Risiko an nicht AIDS-assoziierten bzw.
medikamentenbedingten Komplikationen, wie kardiovaskularer-, Nieren- und Leber-Schadigungen,
zu erkranken (Deeks et al., 2013). Trotz Unterdriickung der Virusvermehrung ist im Regelfall eine
residuale Virusreplikation nachzuweisen (Palmer et al., 2008). Dies fihrt zu einer stdndigen
Immunaktivierung und so zu einer Dysfunktion des Immunsystems (Corbeau & Reynes, 2011),
resultierend in einer erhohten nicht-AlDS-assoziierten Morbiditat und Mortalitat (Klatt et al., 2013).
Die Eradizierung von HIV durch cART ist, wie in 1.1.4 erldutert, nicht moglich. HIV Uberdauert in
latenten zelluldaren Reservoiren und ist bei Unterbrechung der Therapie nach 2-8 Wochen wieder im
Blut nachweisbar (Stohr et al., 2013; Wong, 1997). Der Versuch, die latenten viralen Reservoire durch
eine Intensivierung von cART (die Gabe von zusétzlichen Medikamente, Mega-HAART; Hoffmann and
Rockstroh, 2014) zu reduzieren, zeigte keine entsprechenden Effekte (Passaes & Sdez-Ciridn, 2014).
Die Etablierung von viralen Reservoiren geschieht friih wahrend der akuten Infektion (Chun et al.,
1998). Durch eine sehr frihe Initiierung von cART kann die GroRe dieser Reservoire verkleinert und
das Wiederauftreten des Virus bei Therapieunterbrechung verzégert werden (Jain et al., 2013; Stéhr
et al., 2013; Whitney et al., 2014). Ein kleiner Teil der HIV-Patienten (> 0,5%; Sdez-Ciridn and Pancino,
2013), die sehr frih wahrend der HIV-Primarinfektion mit cART behandelt wurden (ldnger als ein
Jahr), kénnen das Virus nach Unterbrechung der Behandlung kontrollieren. Sie werden als , Post
Treatment Controller” (PTC) bezeichnet. Ein Beispiel hierfir sind 14 Patienten der sogenannten
VISCONTI-Studie (Viro-Immunological Sustained CONtrol after Treatment Interuption), die nach
Unterbrechung der Therapie spontan die HIV-Replikation kontrollieren konnten (Sdez-Ciridn et al.,
2013). Die Patienten dieser Studie wurden frith wahrend der Primérinfektion fiir eine Dauer von 1-3
Jahren mit cART behandelt. Nach Therapieunterbrechung zeigten diese PTC eine konstante Kontrolle

der Virusreplikation im Durchschnitt iber 7 Jahre. Uberraschenderweise zeigen PTC eine Prévalenz
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fur die Risikoallele HLA-BO7 und B35, welche mit einem schnelleren Verlauf der HIV-Infektion
assoziiert sind (Carrington, 1999; ltescu et al., 1992; Pereyra et al., 2010; Peterson et al., 2013b),
sowie einer symptomatischen Priméarinfektion mit hoher Viruslast und niedrigen CD4" T-Zellzahlen
(Passaes & Sdez-Ciridn, 2014; Sdez-Cirion & Pancino, 2013). Trotz bestimmter Phanotypen ist der
Mechanismus der Kontrolle der Virusreplikation noch unverstanden (Sdez-Cirién & Pancino, 2013).
Das Beispiel der PTC zeigt jedoch, dass eine funktionelle Heilung, die Kontrolle der Virusreplikation in
Abwesenheit von cART, prinzipiell moglich ist. Durch die friihe Initilerung der Behandlung wird die
Bildung viraler Reservoire limitiert (Archin et al., 2012; Buzon et al., 2014; Ngo-Giang-Huong et al.,
2001). Das Immunsystem wird so frihzeitig geschitzt, was die Kontrolle des Virus nach
Therapieunterbrechung unterstltzen kdnnte (Moir et al., 2010; Oxenius et al., 2000). Ein Beispiel flr
eine frilhe Behandlung mit cART ist das sogenannte , Mississippi Baby“, welches 30 h nach Geburt
therapiert wurde. Bei dem Baby einer unbehandelten HIV-positiven Mutter konnte Uber einen
Zeitraum von 19 Tagen nach Geburt HIV-RNA nachgewiesen werden. 29 Tage nach der Geburt war
die zu detektierende RNA Menge unter der Nachweisgrenze. Eine ungeplante
Therapieunterbrechung, von einer Dauer mehrerer Monate, fiihrte nicht zum erwarteten Rebound
des Virus, was mit einer funktionellen Heilung assoziiert wurde (Persaud et al., 2013). Zwei Jahre

spater wurde jedoch wieder HIV bei dem Baby diagnostiziert (Siliciano & Siliciano, 2014).

In verschieden Studien wird beschrieben, dass die Dauer (Fidler et al., 2013; Stohr et al., 2013), sowie
der Zeitpunkt (Ananworanich et al., 2012; Gianella et al., 2011; Hecht et al., 2006) der cART eine
entscheidende Rolle fiir die Kontrolle des Virus nach Therapieunterbrechung spielen kann.
Problematisch hierbei ist jedoch, dass eine HIV-Infektion im Regelfall erst zu einem spaten Zeitpunkt
der Infektion diagnostiziert wird. Tatsachlich wird bei einem Drittel der HIV-Patienten die Diagnose
der HIV-Infektion erst bei bereits fortgeschrittenen Immundefekt festgestellt, so dass die Infektion
erst relativ spat behandelt werden kann (Hoffmann & Rockstroh, 2014). Ziel ist es somit, diese

latenten viralen Reservoire zu verkleinern, wenn nicht sogar zu eliminieren.

Eine Schlisselrolle bei der Etablierung von viralen Reservoiren scheinen die T-Gedachtniszellen zu
spielen (Chomont et al., 2009). Ein latentes virales Reservoir zeichnet sich dadurch aus, dass keine
aktive virale Transkription stattfindet, das Reservoir jedoch durch Zytokine oder Antigene aktiviert
und replikationskompetentes Virus generiert werden kann. Dabei koénnen infizierte T-
Gedachtniszellen lange in einen ruhenden Zustand verbleiben (43,9 Monate, Siliciano et al., 2003)
und dienen so als ein ideales zellulares Reservoir fir die Erhaltung von latentem Virus (Ruelas &
Greene, 2013). Hierbei spielt der Ort und die Modifikation des 5°-LTR des integrierten Provirus durch

zelluldare Mechanismen eine wichtige Rolle (Ruelas & Greene, 2013).
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HIV integriert hauptsachlich in aktive Transkriptionsbereiche von nicht proliferationsrelevanten
Genen (Schroder et al., 2002). Die Transkription kann jedoch nach Integration unterdriickt werden
(Ho et al., 2013). Durch die unterdrickte Transkription (bzw. virale Genexpression) kdnnen diese
Zellen nicht durch das Immunsystem erkannt oder durch cART beeinflusst werden (Katlama et al.,
2013). Ein Grund flr die Inaktivierung der viralen Transkription scheint die Histonmodifikation
besonders des 5-LTRs zu sein (Ruelas & Greene, 2013). Die Chromatinstruktur um den LTR ist dafiir
verantwortlich, ob Gene aktiv sind. Hierbei spielt die Acetylierung der Histone eine entscheidene
Rolle. Acetylierte Histone 6ffnen die Chromatinstruktur, wodurch die DNA zugadnglich fir die
Transkription wird. Die Entfernung der Acetylgruppe durch Histon-Deacetylasen (HDACs) resultiert in
einer geschlossenen Histon-Konformation und Repression der viralen Gene. Durch Inhibition der
HDACs besteht die Moglichkeit, Gene durch Verdnderung der Chromatinstruktur zu aktivieren.
Speziell fur die HIV-Therapie erhofft man sich dadurch die Transkription von latenten Virus wieder zu
aktivieren und so das Virus flr das Immunsystem sichtbar machen zu kénnen (Wightman et al.,
2012). In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass HDAC-Inhibitoren latentes HIV in Zelllinien, in
primaren T-Zellen und in Zellen von Patienten unter cART tatsachlich aktivieren kann (Purging;
Matalon et al., 2011; Rasmussen et al., 2013; Wightman et al., 2012). Der bekannteste Vertreter
dieser Inhibitoren ist Vorinostat (SAHA, suberoylanilide hydroxamic acid). In ex vivo Studien wurde
gezeigt, dass die HIV-Replikation in latenten Patientenzellen durch Vorinostat induziert wurde
(Archin et al., 2009; Contreras et al., 2009). Der Inhibitor wird derzeit in zwei klinischen Studien auf
seine potenzielle Fahigkeit latentes Virus in HIV-infizierten Patienten zu aktivieren getestet
(ClinicalTrials.gov NCT01365065). Vorlaufige Ergebnisse dieser Studie konnten die Erhéhung von
viraler mRNA bei 15 von 17 Patienten bei taglicher Gabe von Vorinostat nachweisen (Passaes & Saez-
Cirién, 2014). Romidepsin, ein weiterer HDAC-Inhibitor, zeigte in Studien ein weit groBeres Potential
latentes Virus zu reaktivieren. Romidepsin wies eine 1.000 bis zu 20.000x starke Inhibition von HDACs
und eine bis zu 9-fache Erhéhung viraler mRNA in ex vivo behandelten Patientenzellen im Vergleich
zu Vorinostat auf (Van Lint et al., 2013; Wei et al., 2014). Die Aktivierung vom latentem HIV geschieht
jedoch unspezifisch und fihrt zuséatzlich zur Aktivierung zelluldrer Gene (Glaser et al., 2003).
AuBerdem reicht die Aktivierung nicht aus, durch Erhoéhung der Virusproduktion den Tod der
Wirtszelle zu veranlassen, sowie durch Expression von viralen Proteinen durch das Immunsystem
erkannt und eliminiert zu werden. Erst durch zusatzliche Aktivierung des adaptiven Immunsystem
konnte dies erreicht werden (Shan et al., 2012). Solche ,kick and kill“ Strategien, also Aktivierung
»kick” und Eliminierung , kill“, bendtigen derzeit noch weitere spezifische Mechanismen, um gezielt
infizierte Zellen zu entfernen (Deeks, 2012). Die bendtigte adaptive Immunantwort, im speziellen die
CD8" zytotoxische T-Zell Antwort, wird jedoch negativ durch die genannten HDAC-Inhibitoren

beeinflusst. So wird die Fahigkeit, HIV-infizierte Zellen zu eliminieren, weiter eingeschrankt (Jones et
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al.,, 2014). Eine Moglichkeit das adaptive Immunsystem zu unterstitzen, kdnnten zusatzliche
gentherapeutische Behandlungenstrategien sein. Sie kdnnten in Kombination mit Purging-Methoden

helfen, die latenten Reservoire zu eliminieren.

Verschiedene gentherapeutische Behandlungen werden derzeit in klinischen Studien getestet
(Ledger et al., 2010; Rossi et al.,, 2007; Scherer & Rossi, 2011). Hierbei werden vornehmlich
Studienprotokolle verwendet, die verschiedene Schritte des viralen Replikationszyklus inhibieren.
Hierzu zdhlen beispielsweise RNA-Decoy Sequenzen des Rev Response Elements (RRE) (Bauer et al.,
2000; Kohn et al., 1999) oder RNA Antisense-Konstrukte, die gegen das HIV-env Gen gerichtet sind
(Levine et al., 2006), sowie transdominante Mutanten des essenziellen HIV-Rev RNA Transportfaktors
(RevM10) (Ranga et al., 1998). AuRerdem kommen verschiedene small interfering RNAs (siRNAs)
oder short hairpin RNAs (shRNAs) zur RNA-Interferenz (RNAi) (Rossi, 2006) zum Einsatz. Um ihre
inhibitorische Wirkungsweise aufrecht zu erhalten, missen die antiviralen Gene bzw. Sequenzen
lebenslang exprimiert werden, wobei sie vergleichbar mit cART bestenfalls die Virusvermehrung
unterdriicken, jedoch den Patienten nicht heilen kdnnen. Wie bei der Behandlung mit cART kdnnten
hierdurch unerwiinschte Nebenwirkungen, wie die Dysregulation des zellularen Metabolismus bei
der Expression von RNA-basierten Hemmern (z.B siRNA) oder Immunreaktionen gegen Protein-

basierte Inhibitoren (z.B. RevM10) auftreten.

Die bis dato einzige Heilung eines HIV-Patienten konnte andeuten, wie eine erfolgreiche
gentherapeutische Behandlung aussehen kénnte. Der ,Berlin-Patient” litt an akuter myeloischer
Leukdmie und war zugleich HIV-infiziert. Aufgrund seiner Leukdmie erhielt er zwei allogene
Stammazelltransplantationen mit kompatiblen Spenderzellen, die ein natirliches homozygotes A32
Allel im Gen des HIV-1 CCR5-Korezeptors aufwiesen (Hutter et al., 2009). Vor der
Stammzelltransplantation wurde cART abgesetzt und nicht wieder verabreicht. Nach bisher mehr als
6 Jahren seit der Behandlung konnte kein HI-Virus im Gewebe und im Peripherieblut dieses Patienten
mehr nachgewiesen werden. Ebenso konnte ein Riickgang der HIV-spezifischen Antikorper
verzeichnet werden, was auf einen Verlust der HIV-Antigen Stimulation schlieBen lasst (Allers et al.,
2011; Yukl et al., 2013). Interessanterweise erhielt der Patient insgesamt zwei Transplantationen mit
denselben Spenderzellen, jeweils zusammen mit einer potenziell letalen
Ganzkorperstrahlentherapie. Zudem entwickelte der Patient eine ausgepragte ,Graft-versus-Host"-
Reaktion (GvH; Hutter et al.,, 2009). Es wird vermutet, dass die Mutation des CCR5-Korezeptors,
welcher die Zellen vor Neuinfektion schiitzt (Dean et al., 1996), und zusatzlich die GvH-Reaktion mit
potenziell letaler Ganzkorperbestrahlung die HIV-Heilung positiv unterstiitzte (Passaes & Saez-Ciridn,
2014). Diese Art der Therapie ist jedoch nicht auf die Mehrheit der HIV-infizierten anzuwenden. Eine

allogene Stammazelltransplantation ist sehr aufwendig und teuer, sowie mit hohem Mortalitatsrisiko
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(bis 30%) verbunden (Hoffmann & Rockstroh, 2014). Zusatzlich ist das Vorhandensein an
homozygoten CCR5A32 Allel Tragern (ca. 1% der Europder) sehr begrenzt (Lucotte, 2002). Motiviert
am Beispiel des ,,Berlin-Patient” wird deshalb versucht, die Mutation des CCR5-Korezeptor Allels, und
so den Schutz vor Neuinfektion, mittels gentherapeutischer Methoden bei allen bzw. den meisten
HIV-Patienten zu ermdoglichen. Erste Erfolge wurden bereits durch die Modifikation des CCR5-
Korezeptors auf CD4" T-Zellen durch Zinkfinger-Nukleasen in vitro und in vivo demonstriert (Perez et
al., 2008). Auch eine Studie an HIV-positiven Patienten mittels autologen CCR5-modifizierten CD4" T-
Zellen zeigte erste positive Ergebnisse, wobei jedoch keine nachhaltige Hemmung von HIV erzielt
werden konnte (Tebas et al.,, 2014). Aufgrund einer Infektion mit HI-Viren, die unterschiedliche
Tropismen aufwiesen, kam es zu einem Rebound von HIV (Passaes & Saez-Cirién, 2014). Dies war
auch bei der Transplantation von CCR5-modifizierten HSC zu beobachten, wo es zu einem verfrithten
Tropismuswechsel und so zum Rebound des Virus kam (Kordelas et al., 2014). Dieser Wechsel ist bei
einer HIV-Infektion normalerweise erst spat, wahrend der Entwicklung von AIDS, zu beobachten
(Berger et al., 1999). Durch Modifikation beider HIV-Korezeptoren (CCR5 und CXCR4) kdnnte die Zelle
vor einer dual-tropen Infektion geschiitzt werden. Die Modifikation beider Korezeptoren auf CD4" T-
Zellen wurde von Digidu und Mitarbeitern gezeigt, einhergehend mit einem Schutz gegen Viren
beider Tropismen in vitro und in vivo (Didigu et al., 2014). Eine solche Modifikation ist jedoch nicht
bei HSC durchfiihrbar. CXCR4 ist ein wichtiger Faktor bei der Stammzellmobilisierung und -
verankerung. Knock-Out Mause, denen dieser Rezeptor fehlt, sind aufgrund schwerer
Organschadigungen nicht lebensfahig (Tachibana et al., 1998). Aullerdem ist fraglich, ob die
Entfernung des CXCR4-Korezeptors auf T-Zellen deren Funktionalitdt nicht beeintrachtigt, da CXCR4
wichtige chemokin-vermittelte Entzindungsreaktionen auslost (Bleul et al., 1996). Die homozygote
Genmutation des CCR5-Gens ist dagegen eine natirlich auftretende Mutation bei 1% der Europdaer

(Lucotte, 2002) und scheint keinen negativen Einfluss auf die Funktionalitat der T-Zelle zu haben.

Eine Alternative kdnnte deshalb die gentherapeutische Behandlung von HIV-infizierten T-Zellen mit
Tre-Rekombinase darstellen. Die Tre-Rekombinase ermoglicht erstmals, unabhangig vom Tropismus,
das provirale Genom aus der Zelle wieder zu entfernen (Hauber et al., 2013). So kdnnte theoretisch
die Funktionalitat der T-Zelle wieder hergestellt werden. Signifikante antivirale Effekte konnten
bereits in vivo mit transplantierten CD4" T-Zellen und CD34" HSC, welche die Tre-Rekombinase
tragen, gezeigt werden (Hauber et al., 2013). Hierbei wurde jeweils ein lentiviraler SIN-Vektor
verwendet, der stabil das Tre-Rekombinase kodierende Gen in das Genom der Zelle einfiigt. Die
stabile Integration birgt jedoch das Risiko von Insertionsmutagenesen (Modlich & Baum, 2009). Fir
die Verwendung der Tre-Rekombinase bei einer CD34" HSC-Therapie ist aber die stabile Integration
und so die Weitergabe an die folgenden Zellgenerationen essenziell. In Betracht einer CD4" T-Zell

Therapie mag das stabile Einbringen der Tre-Rekombinase aber nicht von Noten sein.
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In dieser Arbeit konnte die transiente Expression der Tre-Rekombinase, vermittelt durch nicht-
integrierende Vektoren, in verschiedenen Zelllinien gezeigt werden. Ebenso konnten signifikante
antivirale Effekte in Indikatorzellen und in priméren HIV-infizierten CD4" T-Zellen beobachtet werden.
Das effiziente Einbringen der Tre-Rekombinase in primére CD4" T-Zellen konnte eindrucksvoll mittels
eines chimdren adenoviralen Vektorsystems demonstriert werden. Mit einem Integrations-
defizienten lentiviralen Vektor konnten ebenfalls verschiedene Zelllinien transduziert werden.
Aufgrund des geringen funktionellen Titers selbst produzierter Partikel sind gute Transduktionsraten
bei einer groRen Zellmenge jedoch schwer zu erreichen. Die geringen Transduktionsraten und
schwache Transgenexpression sind bekannte Nachteile dieses Vektorsystems (Wanisch & Yafiez-
Mufioz, 2009). Auch kann es zu spontaner Integration des Vektorgenoms ins Zellgenom kommen,
was wiederum das Risiko an Insertionsmutagenesen erhéht (Nightingale et al., 2006). In den

durchgefiihrten Versuchen konnte dies allerdings nicht beobachtet werden.

Der chimare adenovirale Vektor konnte im Vergleich hochtitrig hergestellt werden. Dies ist ein
bekannter Vorteil dieses Vektorsystems (Danthinne & Imperiale, 2000; Peterson et al., 2013a;
Volpers & Kochanek, 2004). Dagegen dauert die Herstellung adenoviraler Vektorpartikel bedeutend
langer als die Produktion lentiviraler Vektoren (Danthinne & Imperiale, 2000). Adenovirale Vektoren
sind bis heute die am Meisten verwendeten Vektoren fir klinische Gentherapie-Studien (22,8%,

http://www.wiley.com/legacy/wileychi/genmed/clinical/).

Der in dieser Arbeit verwendete chimdre adenovirale Vektor ist ein Vektor der ersten Generation.
Diese Generation zeichnet sich durch Deletionen des EI1- und E3-Gens aus. Des Weiteren wurden
durch Frame-Shift Mutationen die offenen Leserahmen des E4-Gens mutiert, wodurch eine
Expression dieser Bereiche verhindert wurde. Als einziger Leserahmen blieb der
offene Leserahmen 6 aktiv. Dies ermdoglichte eine bessere Propagierung des Vektors in HEK-293
Zellen (Yeh et al., 1996). Es wurde gezeigt, dass Vektoren der ersten Generation marginale
Transgenexpression der viralen Gene der E2-Region aufweisen, hierdurch koénnte eine
Immunantwort gegen transduzierte Zellen ausgelost werden (Yang et al., 1994). Die in dieser Arbeit
durchgefiihrten Toxizitat-Studien zeigten allerdings keinen negativen Einfluss auf die transduzierten
Zellen in Bezug auf Stoffwechsel, Apoptose-Verhalten oder der Verteilung der Zellzyklusphasen. Die
bekannte direkte Immunantwort gegen Adenoviren der Species C (Hartman et al., 2008) und somit
die Neutralisierung des Vektors kann aufgrund der ex vivo Applikation vernachlassigt werden. Durch
den Wechsel des Tropismus von Adenovirus Typ 5 zu Typ 11, konnte in dieser Studie die Fahigkeit

CD4" T-Lymphozyten zu transduzieren deutlich erhéht werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass der chimare adenovirale Vektor ein sicheres und effizientes Vektorsystem

flr eine die transiente Expression der Tre-Rekombinase darstellt. Die durch das Vektorsystem
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vermittelte antivirale Aktivitat der Tre-Rekombinase kdnnte einen wichtigen Bestandteil einer HIV-
Gentherapie mittels autologer T-Zell Transplantation verkoérpern. Die Tre-Rekombinase kodnnte
unabhdngig vom Tropismus vorhandenes Virus aus den T-Zellen entfernen und so deren
Funktionalitdt wieder herstellen, was eine Starkung des Immunsystems zur Folge haben sollte.
Gepaart mit der schitzenden Wirkung der Modifikation des CCR5-Korezeptors kénnten zudem die
antiviralen Effekte noch weiter verstarkt werden. Zusatzlich kénnte versucht werden, die latenten
viralen Reservoire mittels Purging zu verkleinern. Aufgrund der begrenzten Lebenszeit der
modifizierten T-Zellen, misste die autologe Transplantation in gewissen Abstidnden wiederholt
werden. Die durch eine T-Zell Therapie im Vergleich zu einer HSC Therapie zu erwartenden
unvermittelten sofortigen antiviralen Effekte (Ledger et al., 2010; Rossi et al., 2007) kdnnten zudem
das Immunsystem starken und so die Virdmie, in der Abwesenheit von cART, kontrollieren. Womit

das Ziel einer funktionellen Heilung moglich sein konnte.
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Abkiirzungsverzeichnis

7-AAD 7-Aminoactinomycin

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome

APS Ammoniumpersulfat

as Antisense

BSA Kdlberserumalbumin

bp Basenpaar

CART Kombinierte Antiretrovirale Therapie

CDC Centers of Disease Control and Prevention
cDNA Complementary-DNA

cmv Zytomegalievirus

cPPT Zentraler Polypurin-Trakt

CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
crRNA CRISPR-RNA

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DN Designer-Nukleasen

DNA Desoxyribonukleinsaure

DSB Doppelstrangbruch

dsDNA Doppelstrangige DNA

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

eGFP Enhanced-GFP

Env, env Envelope, virale Hillproteine

FACS Fluorescence-activated cell sorting, Durchflusszytometrie
FAM 6-Carboxyfluorescein

ffu Fluorescence forming units

FKS Fotales Kdlberserum

g Gramm

G-CSF Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor
Gag, gag Gruppenspezifische Antigene (HIV-1 Strukturproteine)
GAPDH Glyzerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GFP Griines fluoreszierendes Protein

gRNA Guide-RNA

h Stunde

HDAC Histon-Deacetylase

HBG Human beta globulin

HIV Humanes Immundefizienz Virus

HR Homologe Rekombination

HSC Hamatopoetische Stammzellen

HTLV Humanes T-Zell Leukdamievirus

ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses
IC Integrations-kompetent

ID Integrations-defizient

IL-2 Interleukin-2

IN Integrase

ITR Inverted Terminal Repeat

K Kilo

Kb Kilo-Basenpaare
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LAV
LB
loxP
LTR
LV
M

Mg

ul

ml
MCP
min
miRNA
M-MLV
MOI
MTT
MRNA
NHEJ
NMD
NNRTIs
NRTIs

oD
PAGE
PB
PBS
PCR
PEI
pfu

Pl

Pis
PIC
PGK
PHA-P
Pol, pol
PPT
PR
PRE
gPCR
RBEs
Rev
RNA
RNAi
RRE
RSV
RT
RT
RTC

SA
SAHA
SD

Liter

Lymphadenopathie-assoziiertes Virus
Luria Bertani

Locus of crossing over of P1

Long Terminal Repeat

Lentivirus

Molar

Mikrogramm

Mikroliter

Mililiter

Membran-Kofaktor-Protein

Minute

Micro-RNA

Moloney-Murine Leukemia Virus
multiplicity of infection
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Messenger-RNA

Non homologous end joining
Nonsens-mediated-decay
Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
Nukleosidische bzw. Nukleotidische Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren

Optische Dichte
Polyacrylamidgelelektrophorese
Primerbindungsstelle

Phosphate buffered saline
Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase chain reaction)
Polyethylenimin

Plaque forming unit

Propidiumiodid

Protease-Inhibitoren
Praintegrationskomplex
Phosphoglyceratkinase-Promotor
Phytohemagglutinin

HIV-1 Enzyme und kodierendes Gen und RNA von HIV-1
Polypurintrakt

Protease

Posttranscriptional Regulatory Element
Quantitative-PCR

Rekombinase bindende Elemente
Regulator of expression of virion proteins
Ribonukleinsdure

RNA-Interferenz

Rev response element

Rous Sarcoma Virus

Raumtemperatur

Reverse Transkriptase
Reverse-Transkriptase-Komplexes

Sense

SpleiR-Akzeptor

Suberoylanilide hydroxamic acid
Spleil-Donor
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SDS

sec
shRNA
SIN
SiRNA
SLiPE
Ssv40
TAMRA
TAR
Tat
TEMED
tracrRNA
Tris
tRNA
UNAIDS
USE

Vif

VPR
VSV-G
WHYV
Xg

ZFN

Natriumdodecylsulfat (Sodiumdodecylsulfate)
Sekunde

Short hairpin RNA
Selbst-inaktivierend

Small interfering RNA
Substrate-linked protein evolution
Simian virus 40
Tetramethylrhodamin
Tat-responsive RNA element
Transactivator of transfection
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
Trans-activating-RNA
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Transfer-RNA

The Joint United Nations Programme on HIV/AIDS

Upstream Polyadenylation Enhancer Element
Viral infection factor

Viral protein r

Glykoprotein G des Vesicular Stomatitis Virus
Woodchuck Hepatitis Virus

Mehrfaches der Gravitation
Zinkfinger-Nuklease

Aminosauren wurden nach dem 1-Buchstaben-Code abgekiirzt.
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Gefahrenstoffe

Substanz Gefahrensymbol R-Satze S-Satze
7-Aminoactinomycin D T+ 26/27/28-36/37/38 26-28-36/37-45
Acrylamid T 45-46-20/2125-36/38- 53-45
43-48/23/24/25-62
Ammoniumpersulfat 0, Xn 8-22-36/37/38-42/43  22-24-26-37
Blasticidin T+ 28 24/25-36/37-45
Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22 36/37
Ethidiumbromid T+ 22-26-36/37/38-68 26-28-36/37-45
Isopropanol F, Xi 11-36-67 2-7-16-24/25-26
2-Mercaptoethanol T,N 20/22-24-34-51/53 26-36/37/39-45-61
Methanol T, F 11-23/24/25- 1/2-7-16-36/37-45
39/23/24/25
Phenol T,C 23/24/25-34- 1/2-24/25-26-28-
48/20/21/22-68 36/37/39-45
Propidiumiodid Xi 36/37/38 26
SDS F, Xn 11-21/22-36/37/38 26-36/37
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