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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Bei einer HIV-Infektion handelt es sich um eine behandelbare, aber chronische Erkrankung,
die in der Regel eine lebenslange Therapie mit antiretroviralen Medikamenten erfordert. Das
Auftreten von Resistenzen, Medikamentenwechselwirkungen und Komorbiditdten machen
alternative Ansatze zur Behandlung von HIV-positiven Patienten dennoch notwendig. Aus
Beobachtungen ist bekannt, dass ein Fehlen des HIV-Korezeptors CCR5 (C-C
Chemokinrezeptor 5) auf humanen Zellen zu einer Resistenz gegenliber den haufigsten HIV-
Stammen fihrt. Der CCR5-Knockout in autologen Zellen gilt in der Gentherapie als wichtiger
Ansatz bei der Entwicklung alternativer Therapiestrategien flir HIV-positive Patienten.

Das Ziel der vorliegenden Dissertation bestand in der Optimierung der zuvor entwickelten
Designernuklease CCR5-Uco-TALEN. Die optimierte TALEN sollte dartiber hinaus mit dem
Ziel der Translation in die klinische Anwendung umfassend charakterisiert werden. Zudem
sollte ein GMP-kompatibles Protokoll zur Herstellung CCRb-editierter CD4*-T-Zellen
entwickelt werden.

Die Untersuchungen im ersten Teil dieser Dissertation zur CCR5-Uco-TALEN Aktivitat in
humanen T-Zellen, bestatigten eine dosisabhangige Geneditierung am On-Target CCR5 und
am Off-Target CCR2. Es konnte erstmals gezeigt werden, dass die CCR5-Uco-TALEN
Aktivitat in den meisten editierten Zellen (72 %) zu einer biallelischen Geneditierung im CCR5-
Lokus fuhrt. Die Analyse weiterer Off-Targets der CCR5-Uco-TALEN identifizierte mehrheitlich
homodimere TALEN-Paare als Ursache fir die CCR5-Uco-TALEN Aktivitat an jenen Loci. Um
diese Off-Targets zu eliminieren, wurde die bisher verwendete homodimere Fok1-
Schneidedomane in der CCR5-Uco-TALEN gegen eine obligat heterodimere Variante
ausgetauscht. Die neue CCR5-Uco-hetTALEN erlaubt ebenfalls eine sehr effiziente Editierung
des CCRb5-Lokus und gleichzeitig eine hdhere Spezifitat, da aulier CCR2 keine weiteren Off-
Targets detektiert wurden. Im zweiten Teil der Arbeit wurde die optimierte CCR5-Uco-
hetTALEN in Hinblick auf ihre klinische Anwendung charakterisiert. Untersuchungen zur
Kinetik am CCR5- und CCR2-Lokus wiesen auf eine Aktivitat der CCR5-Uco-hetTALEN nur
innerhalb der ersten 72 h nach Elektroporation hin. Gleichzeitige Schnitte an den
benachbarten Loci CCR5 und CCR2 kénnen in seltenen Fallen zu Aberrationen des
dazwischen liegenden 15-kb-Fragments fiihren. Im finalen Zellprodukt wurden kleinste
Mengen (<1 Kopie/2000 Zellen) der CCR5-Uco-hetTALEN mRNA gefunden. Im dritten Teil der
Arbeit konnte mit Hilfe des CliniMACS Prodigy die erfolgreiche GMP-kompatible Produktion
von bis zu 5x10° humanen CD4*-T-Zellen mit bis zu 40 % biallelisch CCR5-editierten Zellen
gezeigt werden. Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit, die bereits in Vorarbeiten
entwickelte CCRS5-Uco-TALEN zur Herstellung HIV-resistenter T-Zellen fur eine klinische
Anwendung optimiert und ein GMP-kompatibles Protokoll zur automatisierten Produktion von

autologen CCRb5-editierten CD4*-T-Zellen im grofRen Mal3stab etabliert.
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Abstract

Abstract

HIV infections are a treatable but chronic disease that almost always requires lifelong therapy
with antiretroviral drugs. The appearance of drug resistance, drug interactions and
comorbidities necessitate nevertheless alternative approaches for treating HIV-positive
patients. Observations have revealed that knockout of the HIV coreceptor CCR5 (C-C
chemokine receptor 5) in HIV target cells leads to resistance to the most abundant HIV strains.
The knockout of CCRS5 in patients’ own (autologous) cells has therefore been considered a
promising gene-therapy approach for HIV-positive patients.

The aim of this work was to improve the previously developed designer nuclease CCR5-Uco-
TALEN. In the next step, the new, optimized TALEN had to be thoroughly characterized for
translation towards clinical application. The final task was the development of a GMP-
compatible protocol for large-scale production of CCR5-edited CD4* T cells.

The experiments in the first part of this work on CCR5-Uco-TALEN activity in human T cells
confirmed dose-dependent gene editing at the on-target CCR5 and the off-target CCR2. It was
also shown that the CCR5-Uco-TALEN activity in most edited cells (76 %) lead to biallelic gene
editing in the CCR5 locus. Characterization of other than CCR2 off-targets identified
homodimeric TALEN pairs as the main cause for CCR5-Uco-TALEN off-target activity. To
eliminate those potential off-targets, the previously used homodimeric Fok1 cleavage domain
in the CCR5-Uco-TALEN was exchanged for an obligatory heterodimeric variant. For the novel
and highly active CCR5-Uco-hetTALEN no off-targets (except CCR2) could be empirically
detected anymore. In the second part of this work, the optimized CCR5-Uco-hetTALEN was
characterized in accord with future clinical application. Kinetics studies at the CCR5 and CCR2
locus indicated nuclease activity of CCR5-Uco-hetTALEN only within the first 72 h after
electroporation. Simultaneous activity of the CCR5-Uco-hetTALEN at both neighboring loci
CCR5 and CCR2 could lead to chromosomal rearrangements of the interjacent 15-kb-
fragment. In the final cell product very small residual amounts of CCR5-Uco-hetTALEN mRNA
(<1 copy per 2000 cells) were detectable. In the third part of this work, a protocol for the GMP-
compatible production of up to 5x10° human CD4* T cells with up to 40 % biallelic CCR5-edited
cells was successfully established at the CliniMACS Prodigy.
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Abkulrzungen

Abkirzungen

°C — Grad Celsius

Mg — Mikrogramm

ML — Mikroliter

AIDS — Erworbenes Immunschwéachesyndrom (engl. acquired immune deficiency syndrome)
BHQ — Dark Quencher (Black hole quencher)

bp — Basenpaar/Basenpaare

Cas — CRISPR-assoziiertes Protein

CAR — Chimarer Antigenrezeptor (engl. chimeric antigen receptor)
cART — antiretrovirale Kombinationstherapie (engl. combined antiretroviral therapy)
CCL — CC-Chemokinligand

CCR2 — CC-Motiv-Chemokinrezeptor 2

CCRS5 — CC-Motiv-Chemokinrezeptor 5

CCR5A32 - Deletion von 32 Basenpaaren im CCR5-Gen

CD - cluster of differentiation

cDNA — komplementare DNA (Produkt beim Umschreiben von RNA in DNA)
CRISPR - Clustered regulatory interspaced short palindromic repeats
C-Terminus — Carboxyterminus

C, — Schwellenwertzyklus (engl. crossing point cycle)

CXCR4 — CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4

dATP — Desoxyadenosintriphosphat

DBS — Doppelstrangbruch

dCTP — Desoxycytidintriphosphat

ddPCR - droplet digital PCR

Delta (A) — Deletierter Bereich im Gen oder Protein

dGTP — Desoxyguanosintriphosphat

dKO - doppelter Knockout der Gene CCR5 und CCR2

DNA — Desoxyribonukleinsaure (engl. deoxyribonucleic acid)

dNTP — Desoxyribonukleosidtriphosphat

DMSO - Dimethylsulfoxid

DPBS — Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline

dsDNA — doppelstrangige DNA
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Abkulrzungen

dTTP — Desoxyribonukleosidtriphosphat

dUTP — Desoxyuriditriphosphat

ECL - extrazelluldre Schlaufen (engl. extracellular loop)

EDTA — Ethylendiamintetraessigsaure

Elpo — Elektroporation

Env — Hullproteine von HIV

EPOR — humaner Erythropoietinrezeptor

FAM — Carboxyfluorescin (Fluoreszenzfarbstoff — Absorption: 495 nm, Emission: 517 nm)
FBS — Fetales Rinderserum

Fok1 — Flavobacterium okeanokoites Restriktionsenzym

FSC — Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter)

g — Gramm

g — Erdbeschleunigung

Gag — Gruppen-spezifische Antigen von HIV (Proteine: p17, p24 und p7)
gDNA — genomische DNA

GEF-dPCR — gene editing frequency digital PCR

GMP — Gute Herstellerpraxis (engl. good manufacturing praxis)

GPCR - G-Protein gekoppelter Rezeptor

h — Stunde

HDR — Homologie-vermittelte Reparatur (engl. homologie-directed repair)
HEX — Hexachlorofluorescin (Fluoreszenzfarbstoff — Absorption: 535 nm, Emission: 556 nm)
HIV — humanes Immundefizienz Virus (engl. human immunodeficiency virus)
ICL — intrazellulare Schlaufe (engl. intracellular loop)

Indels — Insertionen und Deletionen

Ins — Insertion

Inv — Inversion

IL-2 — Interleukin-2

IL-7 — Interleukin-7

IL-15 — Interleukin-15

IU — Internationale Einheit fiir Stoffmengen

IVT —in vitro Transkription

kb — Kilobase

kDA — Kilodalton (Einheit fur ProteingrofRen)
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Abkulrzungen

KO — Knockout

| — Liter

LeGO - lentivirale Genontologie Vektoren (engl. lenitviral gene ontology vector)
LTR — terminale, repetitive DNA-Sequenzen (engl. long terminal repeat)

LRA — latency reversing agent

n — Anzahl

Nef — negative effector

n.d. — nicht detektierbar

ng — Nanogramm

ns — nicht signifikant

NHEJ — nicht-homologe End-zu-End-Verknupfung (engl. non-homologous end-joining)
NNRTIS — Nicht-nukleosidalen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren

NRTIS — Nukleotid- und Nukleosidanaloge-Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
MCP-2 — Monocyte chemotactic protein two (CCR5 Ligand)

min — Minute

Mio — Millionen

MIP-1a — Macrophage inflammatory protein one alpha (CCR5 Ligand)

MIP-1B8 — Macrophage inflammatory protein one beta (CCR5 Ligand)

MMEJ — Mikrohomologie-basierte End-zu-End-Verknlpfung (engl. microhomologie-mediated
end joining)

MRNA — messenger RNA

ORF - offener Leserahmen (engl. open reading frame)

PAM — protospacer adjacent motif (Erkennungssequenz fir das CRIPRS/Cas-System)
PCR — Polymerasekettenreaktion (engl. polymerase chain reaction)

PMBCs — Mononukleare Zellen des peripheren Blutes (engl. peripheral blood mononuclear
cells)

Poly(A) — Polyadenylierung

QC - Qualitatskontrolle (engl. quality control)

gPCR - quantitative PCR

RANTES — Regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted (CCR5 Ligand)
RCN - relative Kopienzahl (engl. relative copy number)

Rev — Regulator fur Virus-Proteinexpression

RNA — Ribonukleinsaure
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rom — Umdrehungen pro Minute (engl. rounds per minute)

RT — Raumtemperatur

RT-gPCR — quantitative Echtzeit-PCR

RVD - variable Aminosauren in TALE- Monomeren (engl. repeat variable diresidue)
s — Sekunde

SD - Standardabweichung

scHRMCA — hochauflésende Schmelzkurven Analyse auf Einzelzellen

SSC — Seitwartsstreulicht (engl. side scatter)

TAE — Tris/Acetat/EDTA Puffer

TALE - transkriptionsaktivatorartige Effektor (engl. franscription activator-like effector)
TALEN — transkriptionsaktivatorartige Effektornuklease

Tat — frans-Aktivator der Transkription

Taq — Thermus aquaticus Polymerase

TCE — T Cell Engineering Process (Definierter Prozess am CliniMACS Prodigy)
Thy — T-Helferzellen Typ 1

Thy — T-Helferzellen Typ 2

Tm — Schmelztemperatur

TM — Transmembrandomane

Tris — Tris(hydroxymethyl)aminomethane

U — Weiss (Einheit flr die Enzymaktivitat)

USV - Unterbrechungsfreie Stromversorgung

UNAIDS — Programm der Vereinten Nationen zur Bekampfung von HIV/AIDS
USD — amerikanische Dollar

UTR — untranslatierte Region eines Gens

V — Volt

Vol.-% — Volumenprozent

Vif — viral infectivity factor

Vpr — virales Protein R

Vpu — virales Protein U

WHO - Weltgesundheitsorganisation (engl. world health organisation)

ZFN — Zinkfingernukleasen
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 HIV - Epidemie

Vor etwa 40 Jahren hauften sich die Meldungen Uber eine bis dahin unbekannte erworbene
Immunschwache (acquired immune deficiency syndrome, AIDS). Die betroffenen Patienten
entwickelten opportunistische Erkrankungen, wie durch Mykose hervorgerufenen
Lungenentziindungen oder seltene Krebserkrankungen wie das Kasposi-Sarkom.'* Wenige
Jahre spater wurde das humane Immundefizienz Virus (HIV) als der ursachliche Erreger flr
AIDS identifiziert.58 Seit seiner Entdeckung hat sich HIV weltweit ausgebreitet und laut
Schatzung von UNAIDS starben in dieser Zeit knapp 33 Millionen (Mio.) Menschen an den
Folgen. 2019 waren schatzungsweise 38 Mio. Menschen weltweit mit HIV infiziert, davon circa
1,8 Mio. Kinder unter 14 Jahren und etwa 690 000 Menschen starben an den Folgen von
AIDS.° Mehr als zwei Drittel aller Menschen mit einer HIV-Infektion leben in Afrika. In Europa
und Zentralasien (WHO Region Europa) liegt die Anzahl an HIV-positiven Menschen bei etwa
2,3 Mio. Mit der Entdeckung von HIV begann auch die Forschungen zu antiretroviralen
Medikamenten. Enorme Fortschritte in diesem Feld resultierten in der Entwicklung der
antiretroviralen Kombinationstherapie (combined antiretroviral therapy, cART), die aus den
zuvor lebensbedrohlichen HIV-Infektionen eine behandelbare, chronische Erkrankung
machten. Im Jahr 2013 fuhrte die Weltgesundheitsorganisation (WHQO) die 90-90-90 Initiative
ein. Demnach sollten bis zum Jahr 2020 jeweils mindestens 90 % aller Infizierten ihren
HIV-Status kennen, 90 % dieser HIV-positiven Menschen sollten unter cART stehen und von
denen sollten ebenfalls 90 % viral supprimiert sein. Dieses Ziel wurde bisher leider nicht
erreicht. Schatzungen zu Folge wissen nur etwa 81 % der HIV-infizierten Menschen von ihrer
Infektion, davon sind nur rund 67 % in Behandlung und bei etwa 59 % ist die Viramie unter
Kontrolle.’® Es existieren zwei Arten von HIV, HIV-1 und -2, wobei HIV-1 Ausléser der
Pandemie ist und etwa 98 % aller HIV-Infektionen ausmacht. HIV-2 hat eine geringere
Ubertragungsrate und eine langere chronische Phase.! Die folgende Arbeit bezieht sich
ausschlief3lich auf HIV-1.

1.1.1 Verlauf einer HIV-Infektion

Nach einer Infektion mit HIV steigt die Plasmakonzentration an HI-Virus innerhalb weniger
Wochen stark an. HIV infiziert hauptsachlich CD4*-Zellen vor allem T-Helferzellen, deren
Anzahl anfangs durch die Infektion kurzzeitig stark absinkt und anschlieliend wieder auf das
Vorniveau ansteigt.’>'* Neben den peripheren T-Helferzellen werden ebenfalls die
gewebespezifischen CD4*-T-Zellen von HIV infiziert. Eines der ersten betroffenen Gewebe ist
der gastrointestinale Trakt. Dort werden die CD4*-T-Zellen schnell und vermutlich dauerhaft

von HIV zerstort.'>'" In dieser als akute Phase bezeichneten Zeitraum, disseminiert das
-1-
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HI-Virus in das lymphatische Gewebe und etabliert dort ein Reservoir.'®'® Dabei handelt es
sich um langlebige Zellen, die replikationskompetente, aber inaktive HI-Viren enthalten. Neben
T-Helferzellen infiziert HIV auch andere CD4*-Zellen wie Makrophagen und unreife
dendritische Zellen. Diese Zelltypen kénnen, neben ruhenden T-Helferzellen ebenfalls Teil des
Reservoirs sein. Das virale Reservoir stellt fur die Eradikation von HIV ein zentrales Problem
dar, da diese Zellen weder durch das Immunsystem noch durch eine antiretrovirale Therapie
eliminiert werden kénnen. Im Anschluss an die akute Phase folgt die chronische Phase, mit
niedrigen bis nicht-detektierbaren HIV-Plasmakonzentrationen und wieder, diesmal langsam
fallenden T-Helfer-Zellzahlen. Diese Phase ist meist symptomlos und kann mehrere Jahre
dauern.?® Neben der Abnahme CD4*-T-Zellen weist das Immunsystem HIV-positiver
Individuen haufig Anzeichen einer chronischen Entziindung und Ermidungserscheinungen
(engl. Exhaustion) der T-Zellen auf.?'-23 Bei unbehandelten Patienten folgt darauf meist die
3. Phase der HIV-Infektion, AIDS, mit wieder ansteigenden HI-Virus Plasmakonzentrationen
und niedrigen T-Helferzellzahlen unter einen kritischen Wert von 200 Zellen pro Mikroliter
Blutplasma. Auf Grund des geschwachten Immunsystems entwickeln Patienten vermehrt
opportunistische Infektionen und maligne Erkrankungen. Ohne eine entsprechende Therapie
sterben die meisten AIDS-Patienten an den Folgeerkrankungen innerhalb von zwei bis vier
Jahren.?* Nur ein kleiner Anteil HIV-positiven Menschen ist in der Lage, eine HIV-Infektion
ohne Behandlung und ohne Progression zu AIDS selbstandig zu kontrollieren (< 10 %). Die

Mechanismen fiir diese Kontrolle sind divers und bis heute nicht vollstéandig geklart.25-2°
1.1.2 HIV-Stamme

HIV bendtigt fur die Infektion einer Zelle neben dem CD4-Rezeptor noch einen weiteren
Rezeptor, Korezeptor genannt. Zwar konnten in Zellkulturexperimenten mehrere mdgliche
Korezeptoren von HIV identifiziert werden, allerdings sind in vivo nur zwei Rezeptoren von
Bedeutung, der C-C-Motiv-Chemokinrezeptor 5 (CCR5) wund der CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor 4 (CXCR4).3%-32 H|V-Stamme, die den CXCR4-Rezeptor verwenden
werden als X4-Stdmme bezeichnet. Am haufigsten allerdings sind die R5-Stdmme
(Abbildung 1), die CCRS5 als Korezeptor verwenden und neben den T-Helferzellen auch in der
Lage sind dendritische Zellen und Makrophagen zu infizieren. Wahrend der initialen Infektion
werden meist nur R5-Stadmme detektiert. Selbst bei Ubertragungen beider Stdmme von einem
HIV positiven Individuum dominieren (95 %) die R5-Varianten am Anfang der Infektion,
moglicherweise deshalb, weil Makrophagen die besten Zellen fiir eine initiale Etablierung des
Virus darstellen.33-3¢ Beobachtungen in HIV-Hochrisikogruppen zeigten, dass eine verminderte
oder fehlende Expression von CCR5 auf Zielzellen zu einer fast vollstandigen Resistenz
gegeniiber R5-HIV-Stammen fiihrt.3-° Im Verlauf der HIV-Infektion wird bei 40 - 50 % der

Menschen ein Wechsel von R5- zur X4-Stammen beobachtet. X4-Stamme infizieren vor allem
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naive und ruhende T-Zellen, replizieren schneller und werden als pathogener angesehen.3%41
Der Wechsel fuhrt haufig zu einem beschleunigten Verlust von CD4*-T-Zellen und einer

schnelleren Krankheitsprogression.-44

HIV R5 HIV X4

T-Helferzelle T-Helferzelle

Abbildung 1: R5- und X4-HIV-Stamme. Schematische Darstellung der Bindung eines HI-Virus an eine T-
Helferzelle. HIV verwendet fiir die Infektion der Zelle den CD4-Rezeptor und einen Korezeptor. Bei letzterem
handelt es sich entweder um den CC-Motiv-Chemokinrezeptor 5 (CCR5) oder den CXC-Chemokinrezeptor 4
(CXCR4). HIV-Stamme, die CCRS5 als Korezeptor verwenden werden als R5 bezeichnet. X4-Stdmme verwenden
den CXCR4 Rezeptor.

1.1.3 Aufbau und Biologie von HIV

HIV gehort zu den sogenannten Retroviren und besitzt ein diploides, einzelstrangiges RNA-
Genom mit einer Lange von etwa 9.700 Basen. Neben den zwei Kopien des RNA-Genoms
enthalt ein reifer HI-Viruspartikel ebenfalls die essenziellen Enzyme reverse Transkriptase,
Protease, Ribonuklease und Integrase. Diese sind eingeschlossen in dem sogenannten
Kapsid (p24). Das Kapsid ist umhdllt von einer Matrix (p17) und einer Membran mit dem
zusammengesetzten Hiillprotein gp120/gp41, wie schematisch dargestellt in Abbildung 2.4°
Das HIV-1 Genom besteht aus 9 Genen, die flir insgesamt 15 Proteine codieren und von den
sogenannten Jlong terminal repeats (LTR’s), welche den viralen Promotor, die
Polyadenylierungssequenz und regulatorische Sequenzen enthalten, flankiert werden. Das
Genom unterteilt sich in die drei essenziellen Gene Gag (group antigen), Pol (polymerase)
und Env (envelope), sowie die akzessorischen Vif (viral infectivity factor, p23), Vpr (viral
protein R, p15) Vpu (viral protein U), Nef (negative effector, p24) und regulatorischen Gene,
Tat (transcriptional activator, p14) und Rev (regulator of viral gene expression, p19)
(Abbildung 2). Wahrend die essenziellen Gene in allen Retroviren vorhanden sind, kommen
die akzessorischen und regulatorischen Gene nur bei HIV vor. Die akzessorischen Gene sind

unter anderem flr die Inaktivierung zellularer und antiviraler Mechanismen notwendig.*®
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RNA mit Nukleokapsid (p7)
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Abbildung 2: Struktureller und genomischer Aufbau von HIV. Darstellung eines reifen HI-Viruspartikels und
des integrierten Provirus. Die auRere Hille des HI-Viruspartikels besteht aus einer Lipidmembran mit dem
Hullproteinkomplex gp120/gp41, der die Bindung des Partikels an den CD4- und einen Korezeptor vermittelt. Die
Matrixproteine (p24) umschlieRen ein Kapsid (p17). Dieses enthalt das virale RNA-Genom besteht aus zwei
Einzelstrangen, die vom Nukleokapsid (p7) umgeben sind. Der Viruspartikel enthalt auRerdem die reverse-
Transkriptase, Integrase, Protease, das Strukturprotein p6, sowie die akzessorischen Proteine Vpr, Nef und Vif.
Nach Integration in das Wirtsgenom wird das virale Genom als Provirus bezeichnet. Dieses enthalt 9 Gene (Gag,
Pol, Env, Vif, Vpr, Vpu, Nef, Tat und Rev), die fiir insgesamt 15 Proteine kodieren. Flankiert werden die Gene von
einer 5’LTR (long terminal repeats) und einer 3’LTR. Die 5’LTR enthalt regulatorische Elemente, sowie den viralen
Promotor.

Vif blockiert das zellulare Protein APOBECS3G, das in der Zelle fir die Abwehr von Retroviren
verantwortlich ist.#” Das Protein Rev wird fiir den Transport der viralen RNA ins Zytoplasma
benotigt.*® Nef hingegen senkt die Expression zellularer Oberflachenmolekiile wie CD4 und
beeinflusst zelluldre Signalkaskaden.*®-5'" Das regulatorische Protein Tat steigert durch die
Bindung an einen Bereich in der 5'LTR des Provirusgenoms die Transkription vollstandiger
HIV-Transkripte und somit die Produktion neuer Viruspartikeln.%2%3 Die Gene Gag und Env
kodieren fur die Strukturproteine p17, p24, p7, p6 beziehungsweise die Hullproteine gp120
sowie gp41. Diese Proteine dienen der Formierung des Viruskapsids und der Bindung an die
Wirtszelle. Das Pol Gen enthalt die Information fir die viralen Enzyme p11 (Protease), p66
(reverse Transkriptase), p32 (Integrase) sowie das p7 (Nukleokapsid).>* Die meisten viralen
Proteine entstehen durch alternatives Splei3en und posttranslationale Prozessierung mit Hilfe

der Protease p11.5-57
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1.1.4 Der Replikationszyklus von HIV

HIV infiziert vordergrindig T-Helferzellen Gber die Bindung an den CD4-Rezeptor sowie einen
Korezeptor aus der Familie der G-gekoppelten Chemokinrezeptoren.%®-6° Das Hiillprotein
gp120 bindet dabei als Trimer an den CD4-Rezeptor auf der Zelloberflache, wodurch sich
seine Konformation andert und die Bindung an einen Chemokinrezeptor méglich macht. Nach
der Bindung des Korezeptors fusioniert das Virus mit der Zellmembran durch Interaktion mit
dem Hullprotein gp41 und schleust so das Kapsid in die Zelle ein (Abbildung 3). Danach folgt
die Umschreibung des viralen RNA-Genoms durch die reverse Transkriptase (p66) in ein
doppelstrangiges DNA-Genom und die Offnung des Kapsids (engl. uncoating). Der genaue
Ablauf der Kapsiddffnung ist bisher nicht vollstéandig aufgeklart worden. Neben der Offnung
des Kapsids im Zytoplasma, wird ebenfalls eine mdgliche Freisetzung des viralen Genoms an
einer Kernpore diskutiert.6'-64 Die virale doppelstrangige DNA bildet zusammen mit der
reversen Transkriptase, Integrase, Vpr, Matrixproteinen und DNA-bindenden Proteinen den
Pre-Integrationskomplex.5-67 Dieser vermittelt den Eintritt der viralen DNA in den Kern Uber
die Kernporen und wird ebenfalls fiir eine erfolgreiche Integration der viralen DNA in das
Wirtsgenom bendtigt. Nach der Integration wird die virale DNA als Provirus bezeichnet. Das
Provirus kann je nach Ort der Integration transkriptionell aktiv oder latent sein.®® In
transkriptionell aktiven Zellen dient das Provirus als Vorlage flr die Transkription von viraler
messenger RNA (mMRNA) und des viralen RNA-Genoms. Die Transkription wird vom viralen
Promotor in der 5’LTR gestartet und ist abhangig von zellularen Transkriptionsfaktoren und
der humanen Pol Il Polymerase.®® Durch alternatives Spleilen werden aus einem viralen
Transkript zahlreiche unterschiedliche mRNAs hergestellt. Aus den viralen mRNAs werden
von der zelluldaren Maschinerie die viralen Proteine synthetisiert.”>’! Das vollstandige virale
RNA-Transkript (Genom) wird in neue Viruspartikel verpackt. Darlber hinaus werden aus
diesem Transkript die Vorlauferproteine Gag und GagPol synthetisiert, die ebenfalls fir die
Herstellung neuer Viruspartikel bendtigt werden. Aus einfach gespleifdten viralen Transkripten
entstehen die Proteine Vif, Vpr, Vpu und Env.7%273 Vollstandig gespleiite mRNA kodiert flir Tat,
Rev und Nef.”* Bei der Bildung neuer Viruspartikel sammeln sich die Gag-Proteine und
GagPol-Vorlauferproteine in sogenannten Lipid Rafts, dies sind Bereiche in der Zellmembran
mit einer speziellen Zusammensetzung von Lipiden und Proteinen. Die viralen Env-Proteine
werden durch die Interaktion mit den Matrixproteinen (p17) ebenfalls im Lipid Rafts gesammelt.
AnschlieRend erfolgt die Rekrutierung des viralen RNA-Genoms und weiterer viraler Proteine,
die sich zu einem neuen Viruspartikel zusammensetzen und abschniren. An der Abschnirung
neuer Viruspartikel ist neben dem viralen Protein p6 das zellulare Protein Tsg101 beteiligt.
Direkt nach der Abschnirung ist der Viruspartikel noch nicht infektiés. Erst nach der Reifung

ist der neue HI-Viruspartikel in der Lage weitere Zellen zu infizieren.”>"7
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Abbildung 3: Replikationszyklus von HIV. Das HI-Virus bindet Gber die Hillprotein gp120 und gp41 den CD4-
und einen Korezeptor, wodurch der Viruspartikel mit der Zellmembran fusioniert und das Kapsid in die Zelle entlasst.
AnschlieRend folgt die reverse Transkription des viralen Genoms in doppelstréangige DNA und die Offnung des
Kapsids. Mit Hilfe des Pre-Integrationskomplex wird die virale DNA durch die Kernpore in den Kern transportiert
und dort in das Wirtsgenom integriert. Durch zellulére Transkriptionsfaktoren und die Pol || Polymerase werden
virale RNA-Transkripte hergestellt, die als mMRNA zur Synthese viraler Proteine dienen oder als RNA-Genom fiir
neue Viruspartikel verwendet werden. Die verschiedenen mRNA, die firr die unterschiedlichen viralen Proteine
kodieren, werden durch alternatives SpleiRen hergestellt. Die Synthese viraler Proteine erfolgt im Zytoplasma der
Zelle ahnlich zu einer zellularen mRNA. Nach der Produktion der Viruspartikelkomponenten sammeln sich die Gag-
und GagPol-Vorlauferproteinen an Lipid Rafts und bilden einen neuen HI-Viruspartikel aus. Nach der Reifung ist
der Viruspartikel in der Lage weitere Zellen zu infizieren.

1.2 T-Zellen und CCRS5 in HIV-Infektionen

Obwohl HIV ebenfalls in Makrophagen oder dendritische Zellen eindringt, sind es vor allem die
CD4-positiven T-Helferzellen, die vom Virus infiziert werden und deren Depletion im Verlauf
der Infektion zu AIDS fihrt. T-Zellen sind neben den B-Zellen eine Untergruppe der
Lymphozyten, die das adaptive Immunsystem darstellen. Anhand der Expression bestimmter
Oberflachenmolekile, Marker genannt, werden T-Zellen in verschiedene Populationen und
Subgruppen unterteilt. Die zwei Hauptpopulationen sind die T-Helferzellen, die den Rezeptor
CD4 exprimieren, und die zytotoxischen T-Zellen, die den Rezeptor CD8 exprimieren. T-
Helferzellen regulieren die Immunantwort und aktivieren weitere Zellen des Immunsystems zur
Abwehr von Pathogenen, wahrend zytotoxische T-Zellen infizierte oder kanzerogene Zellen

eliminieren. Naive T-Zellen proliferieren und differenzieren nach dem Kontakt mit ihrem
-6 -
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Antigen auf Antigen-reprasentierenden Zellen durch die Aktivierung zweier Signalkaskaden.
Das erste dieser Signale wird durch die Bindung des T-Zell-Rezeptor zusammen mit einem
CD3-Komplex aus Transmembranproteinen und dem CD4- oder CD8-Rezeptor an ein
Antigen-gebundenes Haupthistokompatibilitdts-Protein (major histocompatibility, MHC)
vermittelt. Das zweite Signal zur Aktivierung erfolgt Uber den CD28-Rezeptor auf der T-Zelle
durch die Bindung an ein kostimulatorisches Protein, wie CD80.7® Die weitere Differenzierung
und Proliferation ist abhangig von Zytokinen, wie Interleukin-2, -7 oder -15.7°

Nach der Aktivierung kénnen CD4*- und CD8*-T-Zellen zu Gedachtnis-T-Zellen differenzieren,
die sich in weitere funktionelle Subgruppen unterteilen lassen: stammzellahnliche Gedachtnis-
T-Zellen, zentrale Gedachtnis-T-Zellen und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen. Studien zu den
unterschiedlichen T-Zellentypen zeigten, das naive T-Zellen und stammzellahnliche
Gedachtnis-T-Zellen, im Gegensatz zu Effektor-Gedachtnis-T-Zellen, in der Lage sind die
ganze Bandbreite an Gedachtnis-T-Zellen zu rekonstituieren. Effektor-Gedachtnis-T-Zellen
haben hingegen meist eine kirzere Uberlebensdauer und Proliferationskapazitat als
stammzellahnliche Gedachtnis-T-Zellen.8-82 Obwohl die Subgruppen der Gedachtnis-T-
Zellen in der Regel in einer Hierarchie mit steigender Spezialisierung der Zellen von naive T-
Zellen bis zu den Effektor-Gedachtnis-T-Zellen eingeteilt werden, ist das System nicht starr.
Gedachtnis-T-Zellen besitzen eine gewissen Plastizitat und sind teilweise fahig zu einem
frlheren Zustand zurlickzukehren.8 Wie zuvor beschrieben spielen CD4*-T-Zellen eine
zentrale Rolle bei der Infektion mit HIV, da CD4 der Hauptrezeptor des Virus ist. T-Helferzellen
werden, in Abhangigkeit davon, welche Zytokine sie nach Antigenstimulation sekretieren, in
zwei weitere Subgruppen unterteilt, T-Helferzellen Typ 1 (Th1) und 2 (Th2).8485 Vor allem Th
exprimieren CCR5, wobei dies vom Aktivierungsstatus der Zelle beeinflusst wird.8-87 So ist die
Expression von CCR5 abhangig vom Zytokin Interleukin-2 (IL-2). Der Entzug von IL-2 fihrt zu
einem Verlust der CCR5-Expression in Thi-Zellen. Die Aktivierung von Thq-Zellen Uber die
Rezeptoren CD3 und CD28 hat ebenfalls eine Runterregulation von CCR5 zur Folge. Dariber
hinaus ist die Expressionshéhe und Dichte von CCR5 auf Th¢-Zellen spenderabhangig und
variiert stark.88 CCR5 ist an einer Reihe wichtiger Prozesse in T-Zellen beteiligt.8-%3 CCR5
erhdéht zum Beispiel die Kostimulation und die Ausschittung von Zytokinen. AufRerdem
vermittelt CCR5 durch Chemotaxis die Rekrutierung von Zellen an Entziindungsherde und
beeinflusst den Metabolismus der T-Zelle durch Signalkaskaden, die zu einer erhdhten
Glukoseaufnahme und Adenosintriphosphat-Produktion fihren. CCR5 spielt ebenfalls fir das
sogenannte Priming, die Aktivierung von T-Zellen nach Interaktion mit ihnrem Antigen, von
CD8*-T-Zellen eine wichtige Rolle. CD8*Zellen exprimieren vor allem wahrend einer

Entziindungsreaktion CCRS.
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1.2.1 Der HIV-Korezeptor CCR5

Vor allem wahrend der initialen Infektion verwenden die meisten HIV-Stamme den Korezeptor
CCRS5. Dieser gehort zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, kurz GPCR. Diese
Rezeptoren bestehen aus einem extrazellularen N-Terminus und einem intrazellularen C-
Terminus, sowie 7 hydrophoben Transmembrandomanen (TM) verbunden Uber je drei
extrazellulare (extracellular loop, ECL) und intrazellulare Schlaufen (intracellular loop, ICL)
(Abbildung 4).°* GPCR bilden je nach Klasse Dimere oder Oligomere aus. Nach Bindung ihres
Liganden lésen diese Rezeptoren Uiber G-Proteine Signalkaskaden im Inneren der Zelle aus.
Effektor-/Gedachtnis-T-Zellen, Monozyten, Makrophagen, unreife dendritische Zellen und eine
Reihe weiterer Zellen exprimieren CCR5. Dieser Rezeptor besteht aus 352 Aminosauren mit
einer Molekilmasse von etwa 40,6 kDa.%% Der N-terminale Bereich von CCRS5 ist reich an
Tyrosin und spielt eine wichtige Rolle bei der Bindung an seine Liganden und die Interaktion
mit HIV.%79 Der intrazellulare C-Terminus von CCR5 unterliegt einer Reihe unterschiedlicher
Modifikationen und enthalt Aminosauren, die die Expression and Funktion des Rezeptors

beeinflussen.®®-1"  Natlrliche Liganden von CCR5 sind die Chemokine CCL3

N-Terminus ECL2
ECL1 ECL3
™
[-VII
IEL] ICL2 ICL3 .
C-Terminus

Abbildung 4: Darstellung des C-C-Motiv-Chemokinrezeptor 5 (CCRS5). Der Rezeptor CCR5 gehort zu den G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) und besteht aus 7 Transmembrandomanen (TM), 3 extrazellularen (ECL)
und 3 intrazellularen Schlaufen (ICL). Die ECL2 vermittelt die Bindung zu den CCR5-Liganden.

(MIP-1a), CCL4 (MIP-1B), CCL8 (MCP-2), CCL5 (RANTES) und CCL7 (MCP-3).30.102,103
Allerdings, handelt es sich bei CCL7 um einen Antagonisten.'%* Die Aktivierung von CCR5 l6st
verschiedene zellulare Prozesse aus, die unter anderem an der Zellentwicklung, Angiogenese
und der Immunantwort beteiligt sind. Ohne Bindung eines Liganden liegt CCRS als
symmetrisches Dimer vor. Diese Konformation ist vermutlich auch fiur den Transport des
Rezeptors vom endoplasmatischen Retikulum zur Zelloberflache wichtig.'® Die Bindung der
Liganden wird Uber die ECL 2 vermittelt, wobei TM 2 und 3 eine wichtige Rolle bei der
Rezeptoraktivierung spielen.'% Nach der Bindung eines Agonisten und Auslésung der G-
Protein-vermittelten Signalkaskade, wird CCR5 phosphoryliert und internalisiert. Im
Zytoplasma wird CCR5 zu endosomalen Vesikeln transportiert, dort dephosphoryliert und

wieder zur Zellmembran befordert.’” Das HIV-Medikament Maraviroc bindet an CCR5 (ber
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eine Tasche aus den TM |, Il, IlI, V, VI, VII und stabilisiert so eine inaktive Konformation, was
die Interaktion zwischen CCR5 und dem HIV-Hillproteinen verhindert.®¢ Dadurch wird der
Zugang von HIV in die Wirtszelle blockiert. Allerdings konnte auch flr Maraviroc, wie bei vielen
anderen antiretroviralen Medikamenten, in Studien die Bildung von resistenten HIV-Mutanten

detektiert werden.108
1.2.2 Das CCR5-Gen und seine Genvarianten

Das humane CCR5-Gen befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 3 auf Position 21
(3p21) in einem Cluster zusammen mit anderen Genen von Chemokinrezeptoren wie CCR1,
CCR2 und CCR3."% Die Gene von CCR5 und CCR2 weisen eine hohe Sequenzhomologie
von etwa 84 % im kodierenden Bereich auf und liegen knapp 15 kb auseinander. Der CCR5-
Lokus umfasst zwei Promotoren, zwei Introns, sowie drei Exons. Der gesamte offene
Leserahmen (ORF), der fiir das CCR5-Protein codiert, befindet sich in Exon 4.%110 Durch
mehrere Transkriptionsstarts im Exon 3 kénnen CCR5-Transkripte mit unterschiedlicher 5°
untranslatierter Region (UTR) hergestellt werden, die neben den regulatorischen Elementen
in den Promotoren ebenfalls eine Regulation der CCR5 Expression ermdglichen. Dartber
hinaus beeinflussen die Introns, sowie Sequenzbereiche in der 3 UTR die CCR5 Expression.
Mutationen in CCR5 wurden vor allem im Hinblick auf HIV-Infektionen und das Fortschreiten
zu AIDS sehr gut untersucht. Es sind mittlerweile eine groRe Anzahl an Mutationen im
codierenden Bereich, sowie in Promotorregionen beschrieben worden, die die Expression von
CCRS5 verringern oder ganz verhindern.'''-1'4 Bei eine der ersten entdeckten Mutationen
handelt es sich um die Deletion von 32 Basenpaaren (Basenpaare 794-825) im offenen
Leserahmen von CCR5 (CCR5A32), welche zu einem verfriihten Stopcodon und fehlendem
Transport des verkirzten Proteins zur Zelloberflache flhrt. Entdeckt wurde diese Mutation bei
Individuen, die trotz hoher HIV-Exposition keine Infektion aufwiesen.®” Eine homozygote
Mutationen flhrt bei den Trager zu einer hohen Resistenz gegenuber R5-HIV-Stammen.
Heterozygote CCR5A32 Trager sind zwar anfallig gegeniber R5-HIV-Stdmmen, haben
allerdings eine héhere Uberlebensrate und manchmal eine langsamere Progression zu AIDS,
als Menschen ohne diese Mutation.**'"® Die Haufigkeit des CCR5A32 Allels in der
menschlichen Population schwankt geographisch stark. Der Ursprung der CCR5A32 Mutation
liegt in Nordeuropa, wo der Anteil des CCR5A32 Allels in der Bevdlkerung bei circa 16 % liegt.
Der Anteil an Menschen mit einer homozygote CCR5A32 Mutation in Europa und den USA
liegt schatzungsweise bei etwa 1 %. Im Allgemeinen nimmt die Haufigkeit des CCR5A32 Allels
von Norden nach Siden stark ab und ist in vielen Regionen der Welten selten bis gar nicht
vorhanden.'4116.117 Auf Grund seiner wichtigen Rolle in zellularen Prozessen wurde CCR5
immer wieder im Zusammenhang mit unterschiedlichen Erkrankungen, auch auf3erhalb von

HIV-Infektionen, untersucht. So wurde eine Beteiligung von CCRS5 in einer Reihe von
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Erkrankungen prognostiziert. Bei Untersuchungen zum Zusammenhang des CCR5A32 Allels
mit verschiedenen Erkrankungen wie Atherosklerose, Bluthochdruck, Herzinfarkt, Alzheimer,
Krebs und Multiple Sklerose oder auch viralen Infektionskrankheiten im Menschen waren die
Ergebnisse allerdings oft kontrovers. Studien zu diesen Krankheiten berichteten meist sowohl
protektive als auch negative Effekte einer fehlenden beziehungsweise geringen CCR5-
Expression (homozygotes und heterozygotes CCR5A32 Allel)."”® Im Allgemeinen sind
Menschen mit einer homozygoten CCR5A32 Mutation gesund und haben die gleiche
Lebenserwartung wie Menschen ohne diese Allel-Variante. Dies verdeutlicht, dass bei einem
Ausfall von CCR5 anderen Chemokinrezeptoren den Verlust ausgleichen kénnen.

Ebenfalls groRes Aufsehen erlangte das CCR5A432-Allel nachdem 2009 ein HIV-Patient
(,Berlin-Patient*) zur Behandlung seiner akuten myeloischen Leukamie eine
Stammzelltransplantation von einem homozygoten CCR5A32-Spender erhielt und
anschlieBend auch ohne antiretrovirale Therapie keine aktive HIV-Infektion mehr aufwies."®
Der ,Berlin-Patient” galt offiziell als der erste von HIV-geheilter Mensch weltweit. Trotz weiterer
Versuche, gelang erst 2019 eine Reproduktion dieses Erfolges. Der ,London-Patient* bekam
zur Behandlung seines Hodgkin Lymphoms ebenfalls eine allogene Stammzelltransplantation
eines homozygoten CCR5A32-Spender und blieb seither ebenfalls ohne cART frei von

detektierbaren HI-Viren.120.121
1.2.3 Behandlung von HIV-Infektionen

Mit der Entwicklung antiretroviraler Medikamente wurden die HIV-Infektion zu einer
chronischen, aber behandelbaren Erkrankung. Mit Hilfe dieser Medikamente gelingt es bei den
meisten Patienten, die HIV-RNA Plasmakonzentration unter die Detektionsgrenze von 50 HIV-
Kopien/ml zu driicken. Darlber hinaus kann vor allem bei einem raschen Therapiebeginn die
Anzahl CD4*-T-Zellen auf ein normales Level zurlickgebracht werden. Die Behandlung mit
antiretroviralen Mitteln unterbindet nicht nur die Entstehung von AIDS in behandelten
Patienten, sondern verhindert durch die Unterdriickung der Viramie auch weitere
Ansteckungen.’??-124 Das erste antiretrovirale Medikament, Zidovudine (Azidothymidin) wurde
1987 zugelassen. Seine antiretrovirale Wirkung hatte zuerst der deutsche Virologe Wolfram
Ostertag beschrieben.’?> Obwohl die ersten Studien zu dem Medikament vielversprechende
Ergebnisse lieferten, traten bei einer Langzeitnutzung Resistenzen und starke
Nebenwirkungen auf.'?6.127 Die Einfllhrung der antiretroviralen Kombinationstherapie (cART)
im Jahr 1996 verbesserte die HIV-Behandlung stark.'?812° Aufgrund der hohen Fehlerrate von
RNA-Polymerase und reverser Transkriptase handelt es sich bei Retroviren um Quasispezies,
das heildt praktisch jede Viruskopie enthalt mindestens eine Mutation. Dadurch kénnen sich
sehr schnell Resistenzen gegeniber Monopraparaten entwickeln. Die antiretroviralen

Kombinationstherapie besteht daher aus mehreren unterschiedlichen HIV-Medikamenten,
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was die Bildung von (multi-) resistenter Varianten deutlich erschwert. Die Behandlung mit
cART erhohte die Uberlebensrate HIV-positiver Patienten deutlich, allerdings haben
besonders Patienten mit niedrigeren CD4*-T-Zellwerten dennoch eine geringere
Lebenserwartung als die allgemeine Bevolkerung.'3%13" Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es finf
Klassen zugelassener HIV-Medikamente: Eintrittshemmer, Fusionsinhibitoren, reverse
Transkriptase-Inhibitoren, Integrationsinhibitoren und Proteaseinhibitoren (Abbildung 5).132133
Eintrittshemmer blockieren den HI-Virus Eintritt Gber die Hullproteine durch unterschiedliche
Mechanismen. Der CCR5-Antagonist Maraviroc bindet an CCR5 und verhindert die Interaktion
des Korezeptors mit gp120."3413% Das Medikament Ibalizumab bindet hingegen an den CD4-
Rezeptor und blockiert dariber die Bindung des viralen gp120-Molekuls mit dem Korezeptor
CCR5 oder CXCR4. Mitte 2020 erfolgte in Europa die Zulassungen fir eine neue Art der
Eintrittshemmer, den ersten Attachment-Inhibitor Fostemsavir, der direkt an das Glykoprotein
gp120 auf der HIV-Hiille bindet und das Andocken des Virus an die Wirtzelle verhindert.36.137
Der Fusionsinhibitor Enfuvirtide bindet an gp41 und verhindert die Verschmelzung des Virus

mit der Wirtszellmembran.'3813° Bei den Reverse-Transkriptase-Inhibitoren werden die

3. Reverse-
Transkriptase-Inhibitor

......

Abbildung 5: Klassen von antiretroviralen Medikamenten und ihr Wirkungsort im HIV-Replikationszyklus.
Eintritshemmer, wie Maraviroc verhindern die Bindung zwischen den viralen Hillproteinen gp120/gp41 und den
Zielrezeptoren. Fusions-Inhibitoren hemmen die Verschmelzung des Virus mit der zelluldren Membran und
verhindern das Eindringen des Kapsids. Die Klasse der Reverse-Transkriptase-Inhibitoren besteht aus Nukleotid-
und  Nukleosidanaloge-Reverse-Transkriptase-Inhibitoren  (NRTIs) und  Nicht-nukleosidalen  Reverse-
Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs). Diese Stoffe hemmen entweder durch Einbau in die virale DNA (NRTIS) oder
durch direkte Interaktion mit der reversen Transkriptase (NNRTIs), die Herstellung der viralen DNA.
Integrationshemmer verhindern das Einbringen der viralen DNA in das Wirtsgenom, wahrend Proteaseinhibitoren
die Reifung zu infektidsen Viruspartikeln blockieren.
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Nukleotid- und Nukleosidanaloge-Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTIs) und die Nicht-
nukleosidalen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs) unterschieden. NRTIs sind
funktionsunttchtige Bausteine, die bei der reversen Transkription in die virale DNA eingebaut
werden und den Prozess unterbrechen. NNRTIs hingegen binden direkt an die reverse
Transkriptase und blockieren deren Funktion.'#'.142 Integrationsinhibitoren interagieren meist
direkt mit dem aktiven Zentrum der Integrase und verhindern den Einbau der viralen DNA. 43
Proteaseinhibitoren hingegen verhindern den fir das HI-Virus wichtigen Schritt der
Proteinspaltung von Gag- und GagPol-Vorlauferproteinen indem sie mit den viralen Proteinen
konkurrieren, wodurch keine Reifung des HIV-Partikels stattfindet.'** Neben den genannten
antiretroviralen Medikamentenklassen gibt es seit 2000 pharmakogenetische Booster, die den
Abbau retroviraler Substanzen verzégern. Um das Risiko einer Resistenzbildung gering zu
halten, werden in der Regel drei, mittlerweile aber auch zwei HIV-Medikamente aus
mindestens zwei unterschiedlichen Klassen kombiniert (2 NRTI + 1 NNRTI, Integrase- oder
Proteaseinhibitoren).'#%146 Wahrend in den ersten Jahren die antiretroviralen Therapie erst bei
niedrigen CD4*-T-Zellwerten (< 350 Zellen/ml) begonnen wurde, wird heute ein friher
Therapiebeginn direkt nach Diagnose unabhangig vom Status der CD4*-T-Zellen
empfohlen.46

Die Kosten von cART variieren abhangig von der Region und den enthaltenen Medikamenten
stark. In den USA belaufen sich die Kosten von einer antiretroviralen Behandlung pro Monat
auf bis zu $48.000 (USD)."" Hingegen liegen die cART-Kosten in ressourcenknappen Landern
bei $27 - 889 (USD, 2018) pro Monat.'® In Europa unterscheiden sich die Preise fiir eine
antiretrovirale Therapie ebenfalls stark und lagen 2016 durchschnittlich zwischen 1.000 € und
> 20.000 € pro Jahr fiur einen HIV-Patienten. In Deutschland beliefen sich die Kosten flir cART
2016 auf durchschnittlich 20.075 € pro Jahr und HIV-Patient.'*® Neben der Nutzung von cART
als direkte Behandlung von HIV-Erkrankten, werden bestimmte antiretrovirale Medikamente
auch als Prophylaxe fiir Menschen mit einem hohen Risiko einer HIV-Infektion eingesetzt.46
Da cART keinen direkten Einfluss auf das etablierte virale Reservoir hat, missen die
Medikamente lebenslang eingenommen werden. Allerdings ist cART mit diversen
Nebenwirkungen und Toxizitdt verbunden, wie Hautausschlag, Anamie, Lipodystrophie,
Neuropathie und gastrointestinale Symptome. Zwar hat sich die Schwere der Nebenwirkungen
mit der Entwicklung neuer antiretroviraler Medikamente deutlich verringert, dennoch
beintrachtigen die Nebenwirkungen weiterhin die Lebensqualitat der Patienten.'0-1%¢ Dar{iber
hinaus sind viele antiretrovirale Medikamente erst vor weniger als 15 Jahren zugelassen
worden, weswegen mogliche Langzeittoxizitditen noch nicht ausgeschlossen sind.
Hinzukommt, dass mit dem Alter der HIV-positiven Menschen ebenfalls der Anteil an

Begleiterkrankungen steigt und somit auch das Risiko von Arzneimittelinteraktionen.157-15°
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1.3 Neue Therapieansatze fir HIV-Infektionen

Eine Behandlung mit cART fuhrt auch bei einer lebenslangen Einnahme nicht zu einer Heilung,
stattdessen fuhrt das Absetzen von cART bei den meisten HIV-infizierten Menschen zu einem
Wiederkehren der Viramie.'®® Die lebenslange Einnahme von antiretroviralen Medikamenten
ist darlber hinaus mit Nebenwirkungen verbunden, die nicht nur die Lebensqualitat der
Patienten verringern, sondern durch Therapieunterbrechung auch den Krankheitsverlauf
verschlimmern und zu Resistenzbildungen fiihren kénnen.'®! Weltweit nimmt der Anteil cCART-
resistenter HIV-Stamme zu.'%21%3 Aus diesen Griinden bleibt es weiterhin wichtig, neue
Therapieansatze zu entwickeln, die zu einer Langzeitremission (funktionale Heilung) oder gar
einer sterilen Heilung (vollstandige Elimination des HI-Virus) fihren.

Bei der therapeutischen Vakzinierung soll die wiederkehrende Viramie durch eine Stimulierung
des Immunsystems verhindert oder unterdriickt werden. Ein Vakzin gegen mehrerer HIV-
Proteine in Kombination mit einer Stimulation von T-Zellen mit IL-2, fihrte in klinischen Studien
bereits zu einer Verzogerung des Rebounds (Wiederkehren der Viramie).'64165 Mit Hilfe einer
Immunisierung gegen das virale Protein Tat konnten in einer anderen Studie das virale
Reservoir verkleinert und Teile des Immunsystems wiederhergestellt werden.'®® Dennoch
gelang es bisher mit keiner therapeutischen Vakzinierung, eine dauerhafte HIV-Remission zu
erreichen.

Weitere neue Ansatze fur eine HIV-Therapie umfassen die Eliminierung des viralen
Reservoirs. Auf Grund der standigen Immunaktivierung in HIV-infizierten Menschen, zeigt ein
Teil der T-Helferzellen meist einen Erschépfungszustand (engl. Exhaustion), der durch die
Expression bestimmter Marker wie PD-1 und CTLA-4, gekennzeichnet ist. Besonders diese T-
Helferzellen beinhalten latente HI-Proviren. Sowohl in vitro als auch in vivo konnte bereits
gezeigt werden, dass Medikamente gegen PD-1 und CTLA-4 zu einer Reaktivierung der
Translation viraler Bestandteile in diesen Zellen fuhren. Die Reaktivierung fuhrte zu einer
verstarkten HIV-gerichteten Immunreaktion und konnte so die Anzahl latenter T-Helferzellen
reduzieren.'®’-'7" Eine weitere Strategie, die das virale Reservoir betrifft ist die ,Shock and Kill*
Methode. Dabei sollen latente HI-Proviren durch spezifische Medikamente reaktiviert werden
(latency reversing agents, LRAs) und die betroffen Zellen anschlielRend durch verschiedene
Mechanismen eliminiert werden.'”? Bisherige klinische Studien zu LRAs zeigten zwar eine
Reaktivierung des viralen Reservoirs, allerdings konnten die infizierten Zellen nicht effektiv
genug entfernt werden.'”3-175 Ein dazu gegenteiliger Ansatz, die ,Block and Lock"-Strategie
hingegen verfolgt eine dauerhafte Inaktivierung des viralen Reservoirs , um eine Reaktivierung
selbst nach Absetzen von cART zu verhindern.'7®

Basierend auf den Erfolgen von CAR-T-Zellen in der Krebstherapie, wurden ebenfalls CAR-T-
Zellen (Chimare Antigenrezeptoren, CAR) entwickelt, die bei der Behandlung von HIV

eingesetzt werden konnten. CAR-T-Zellen sind in der Regel autologe, gentechnisch
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veranderte T-Zellen, die mit einem synthetischen antigenspezifischen Rezeptor ausgestattet
werden, welcher die Bindung an die Zielzellen vermittelt. Durch die T-Zell-Effektorfunktion
koénnen die Zielzellen im nachsten Schritt spezifisch eliminiert werden. In in vitro Experimenten
konnte eine erfolgreiche Eliminierung infizierter Zellen mittels HIV-CAR-T-Zellen bereits
gezeigt werden.77-180

Durch die Fortschritte im Bereich der Genomeditierung wurden dariber hinaus verschiedene
Therapieansatze fir die HIV-Infektion entwickelt, die auf Designernukleasen basieren. Einer
dieser Behandlungsansatze zielt auf das Provirus an sich ab. Mit Hilfe von Designernukleasen
kann das Provirus aus dem Wirtsgenom entfernt oder durch Einfihrung von Mutationen in der
Funktion stark beeintrachtigt werden.'8-187 Ein weiterer Ansatz liegt in der Geneditierung der
HIV Korezeptoren CCR5 und/oder CXCR4, um die Expression dieser Rezeptoren zu
verhindern. Wie bereits beschrieben sind Menschen, die kein CCR5 auf ihren Zellen
exprimieren, gegenuber den haufigsten HIV-Stdmmen immun. Darlber hinaus verdeutlichten
die Berichte des Berlin- und London-Patienten, dass eine Heilung der HIV-Infektion mit Zellen
eines homozygoten CCR5A32 Spenders moglich ist. Die Anzahl homologer Spender ist jedoch
sehr gering, weswegen bei vielen dieser Ansatze Designernukleasen eingesetzt werden, die
zu Mutationen im CCRS5- oder CXCR4-Gen fuhren und somit die Herstellung autologer HIV-
resistenter Stammzellen oder T-Zellen erlauben.'®-1% Die Ergebnisse einer klinischen Studien
mit CCRb5-editierten autologen CD4*-T-Zellen zeigten die Vertraglichkeit der geneditierten
Zellen und einen moglichen positiven Effekt in heterozygoten CCR5A32 HIV-infizierten
Menschen.'¥” Weitere klinische Studien mit CCR5-editierten Zellen werden zur Zeit
durchgefiihrt.’819° Analog zu cART gibt es Therapieansatze, die versuchen mehrerer der
genannten Strategien zu kombinieren, um eine sterile oder funktionale Heilung von Infektionen

mit HIV zu erzielen.
1.3.1 Geneditierung mittels Designernukleasen

Einige der zuvor beschriebenen HIV-Therapieansatze verwenden Designernukleasen, mit
deren Hilfe Gene punktuell verandert beziehungsweise zerstért oder neu Gene an
ausgewahlten Bereichen im Genom eingefligt werden kdnnen. Erst deren Entwicklung machte
den enormen Fortschritt in der Genomeditierung madglich. Zwar waren bereits in den 1990er
Jahren die Typ Il Restriktionsenzyme bekannt, die gezielt Doppelstrangbriiche an definierten
Stellen der genomischen DNA induzieren konnten. Allerdings erkennen diese Nukleasen nur
kurze DNA-Sequenzen mit einer Lange von 4 -8 Basenpaaren, die haufig im Genom
vorkommen und daher nicht flir eine gezielte Geneditierung an einem einzelnen Lokus
geeignet sind.?© Andere Enzyme wie zum Beispiel Meganukleasen hingegen erkennen
langere DNA-Sequenzen, sind jedoch langwierig und schwierig in der Herstellung, da die DNA-

Erkennungsdoméane und die enzymatische Schneidedomane strukturell nicht voneinander
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getrennt sind.?®" Erst die Entwicklung von Fusionsproteinen aus DNA-Bindedoméanen und
Schneidedomanen der Restriktionsenzyme, spater als sogenannte Designernukleasen
bezeichnet, revolutionierte dieses Feld. Die Forschergruppe von Srinivasan Chandrasegaran
entwickelte die Zinkfingernukleasen (ZFN), ein Fusionsprotein aus mehreren Zinkfingern und
der Schneidedoméne der Fok1, ein Restriktionsenzym Typ IIS aus dem Flavobacterium
okeanokoites.?? Bei Typ IS Endonukleasen erfolgen DNA-Bindung und -Schnitt tiber zwei
getrennte Proteindomanen. Wie bei den meisten dieser Endonukleasen muss die
Nukleasedomane von Fok1 dimerisieren, um den DNA-Doppelstrangbruch zu induzieren.203.204
Folglich funktionieren Designernukleasen mit dieser Schneidedomane ebenfalls nur als
Dimer.2% Zinkfinger sind DNA-Bindedomanen, die aus etwa 30 Aminosauren bestehen und
zwei antiparallele B-Faltblattern, sowie eine a-Helix bilden. Jeder Zinkfinger erkennt spezifisch
drei Nukleotide in der DNA-Sequenz.?®® Durch das Zusammenfligen mehrerer Zinkfinger
hintereinander kann eine langere Erkennungssequenz erzeugt werden, die nur einmal im
Zielgenom vorkommt. Allerdings ist die Entwicklung von ZFN nicht fir jede DNA-Sequenz
moglich, da es nicht fur jede Dreierkombination an Nukleotiden einen Zinkfinger gibt. Zudem
sind in der Regel nur Monomere mit 3 - 4 Zinkfingern stabil. Die Entdeckung weiterer DNA-
Bindedomanen, sogenannter Transkriptionsaktivatorartiger Effektorproteine (transcription
activator-like effector, TALE), in Pflanzenpathogenen flhrte zur Entwicklung einer weiteren
Klasse Designernukleasen, den TALEN (siehe Abschnitt 1.3.2).2°” Die Eigenschaft der TALE-
DNA-Bindedomane mit jedem Monomer ein Nukleotid zu binden, verbesserte die Herstellung
von Designernukleasen gegenuber den ZFN. Sowohl ZFN als auch TALEN funktionieren als
Dimer und induzieren in der Regel einen Doppelstrangbruch zwischen den beiden Bindestellen
am anvisierten Genlokus.?®® Ein solcher Doppelstrangbruch flhrt haufig zu zufalligen
Mutationen in diesem Bereich und kann die Expression von Genen verandern. Seit 2012 gibt
es eine neue Art von Designernukleasen die RNA-geflihrten Endonukleasen, zu dem das
bekannte CRISPR/Cas9-System (Clustered Regulary Interspaced Short Palindromic Repeats)
gehort. Urspriinglich handelte es sich bei dem CRISPR/Cas-System um ein Abwehrsystem
von Bakterien zur Erkennung und Zerstérung viraler Genome. Die Cas-Protein sind
Endonukleasen, die in der gentechnischen Anwendung zusammen mit einer sogenannten
guideRNA einen Komplex bilden, der die komplementare Sequenz der RNA innerhalb einer
DNA-Sequenz erkennen und schneiden kann. Die Vorteile dieser Methode liegen in der
leichten Herstellung, da nur die guideRNA fir eine neue Zielsequenz entwickelt und
synthetisiert werden muss und in den niedrigen Produktionskosten fur der guideRNA. Daruber
hinaus schneiden Cas-Proteine, anders als die meisten TALEN?29%210, guch cystein-methylierte
Genombereiche. Sehr schnell konnte gezeigt werden, dass sich die Nukleasefunktion von
Cas9 leicht inaktivieren und mit anderen Effektormolekilen kombinieren lasst. Darauf

aufbauend gibt es mittelweile eine Reihe weiterer CRISPR/Cas-Systeme, die fir die
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unterschiedlichsten Geneditierungen wie z.B. den Austausch einzelner Nukleotide (Base-
Editing) oder das Uberschreiben ganzer Abschnitte (PRIME-Editing) verwendet werden
(Abbildung 6).2"" Obwohl Cas-Proteine schnell und einfach anzupassen sind, bieten TALEN
und Zinkfingernukleasen durch ihre Bindung als Dimer den Vorteil einer langen
Erkennungssequenz mit weniger potenziellen unerwiinschter Bindestellen im Genom. Dartber
hinaus kann die guideRNA eines Cas-Proteins nicht fir jede beliebige Sequenz entworfen
werden, da die ersten drei Nukleotide der guideRNA abhangig vom jeweiligen Cas-Protein
eine spezifische Basenabfolge enthalten muss (PAM-Sequenz). Bei TALEN hingegen muss
die Erkennungssequenz lediglich mit einem Thymin beginnen und sind daher theoretisch flir
jede Sequenz herstellbar. AuRerdem stehen Cas-Proteine noch nicht lange als Werkzeug der
Genomeditierung zur Verfligung, weswegen viele der verwendeten Designernukleasen in

vorklinischen und klinischen Studien weiterhin ZFN oder TALEN sind.211212

ZFN TALEN CRISPR/Cas

o
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Abbildung 6: Schematische Darstellung haufig verwendeter Designernukleaseklassen. Zinkfingernukleasen
(ZFN) enthalten mehrere Zinkfinger DNA-Bindedomanen, die jeweils drei Nukleotide binden. Fusioniert sind diese
Zinkfinger Uber einen Linker mit der Schneidedomane des Restriktionsenzyms Fok1, welches als Dimer eine
Endonuklease bildet. Transkriptionsaktivatorartige Effektornukleasen (TALEN) bestehen aus den monomeren
DNA-Bindedoménen der TALE Proteinen. Jedes Monomer bindet genau ein Nukleotid. Uber einen Linker sind die
Monomere haufig ebenfalls mit der Schneidedomane der Fok1 verbunden. CRISPR/Cas-Systeme stammen aus
Bakterien und dienen dort als Immunsystem zum Schutz vor Phagen. Das Cas-Protein bindet eine guideRNA, die
bei einer komplementaren Sequenz an die DNA bindet. Das Cas-Protein schneidet die DNA an dieser Stelle durch.

1.3.2 TALE Nukleasen

TALEN stellen trotz der Entwicklung eines neuen Typen von Designernukleasen weiterhin ein
wichtiges Werkzeug zur Genomeditierung dar, weil sie flr fast jede Zielsequenz angepasst
werden kénnen und durch die Funktion als Dimer eine héhere Sicherheit bieten kénnen.

TALE-Proteine stammen aus bakteriellen Pflanzenphatogenen der Gattung Xanthomonas. Sie
werden Uber ein Typ Il Sekretionssystem in die pflanzlichen Wirtszellen injiziert, binden an die
Wirts-DNA und erhéhen dort die Expression bestimmter Wirtsgene, die dem Bakterium von
Nutzen sind.2'32'4 Die erste Entdeckung der TALE Proteinfamilie erfolgte 1989 von Bonas et
al. in Xanthomonas euvesicatoria (friher campestris pv. vesicatoria) einem Bakterium, das
Tomaten- und Paprikapflanzen beféllt.2'%2'6¢ TALE-Proteine bestehen aus einer N-terminalen-,
einer C-terminalen- und einer DNA-Bindedomane. Die DNA-Bindedomane besteht aus
mehreren Monomeren, die jeweils 33-35, meist 34 Aminosauren besitzen.?®
Strukturanalysen von TALE-Proteinen zeigten, dass jedes Monomer zwei Helices mit einem

Winkel von etwa 60° zueinander bildet.?'” Jedes Monomer bindet genau an ein Nukleotid in
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der DNA-Sequenz. Die Aminosauren an Position 12 und 13 im Monomer sind fir diese
Bindung verantwortlich und werden als repeat variable diresidue, kurz RVD, bezeichnet.
Wahrend die Aminosaure an Position 13 direkt fur die Erkennung des jeweiligen Nukleotids in
der DNA verantwortlich ist, stabilisiert die Aminosaure an Position 12 die Konfirmation der
TALEN-Schlaufe. Unterschiedliche RVDs sind in der Lage verschiedene Nukleotide mit einer
spezifischen Affinitdt zu binden. Die haufigsten und am besten beschriebenen RVDs sind
Asparagin und Isoleucin (NI), Histidin und Asparaginsaure (HD), Asparagin und Asparagin
(NN), Asparagin und Glycin (NG), Asparagin und Histidin (NH). Die Bindung dieser RVDs
erfolgt nach den angegebenen Praferenzen: NG = Thymin; HD = Cytosin; NI = Adenin; NN =
Guanin oder Adenin, NH = Guanin.2'®-220 Natiirlich vorkommende TALE-Proteine haben haufig
17,5 Monomere, wobei sich das erste Monomer im N-terminalen Bereich des Proteins befindet
und fast ausschliellich Thymin bindet.??' Die Klonierung einer TALE-Bindedomane flr eine
spezifische Sequenz erfolgte ahnlich wie bei den ZFN durch zusammenfugen mehrerer (meist
zwischen 17 - 20 bp) Monomere nach der Golden Gate Methode.??2223 AnschlieBend wird die
TALE-Bindedomane mit der Schneidedomane einer Nuklease Uber einen Linker verbunden.
Haufige Anwendung findet hierbei, wie auch in den ZFN, die dimere Schneidedoméne der
Fok1-Endonuklease. TALEN mit einer solchen Schneidedomane funktionieren nur als Paar
und bestehen daher immer aus zwei Armen (linker und rechter Arm), die nach der Bindung an
ihre jeweilige Zielsequenz ein Dimer bilden. Da beide Arme in der Regel unterschiedliche DNA-
Bindedomanen enthalten, werden die linke und rechte TALEN zusammen auch als
Heterodimer bezeichnet (Abbildung 7). Allerdings unterscheidet die Wildtypvariante der Fok1-
Schneidedomane nicht zwischen den beiden Armen und es kann bei einer mdglichen

DNA-Bindedomaéne Link
Linker TALEN-Arm Iinker

TGCTGGTCATCCTCATCCTGATAAA
ACGACCAGTA|GGAGTAGGACTATTTGAC

- Dimere Schneidedoméane
N\
N

)

/

GCTGAAGAGCATGACTGACATCTA

CGACTTCTCGTACTGACTGTAGAT

Rechter TALEN-Arm

Zielsequenz

|
Abstand zwischen TALEN (Spacer)

RVDs TALEN Monomer

=NH@=Ni@=Nc@=HD @ =NN

Abbildung 7: Schematische Darstellung einer TALE-Nuklease gebunden an ihre Zielsequenz. TALEN
bestehen aus einer DNA-Bindedoméane und einer durch einen Linker verbundenen Schneidedomane, wie der
dimeren Fok1. Der Abstand zwischen den beiden TALEN-Armen, indem der Doppelstrangbruch induziert wird, wird
als Spacer bezeichnet. Die DNA-Bindedomane besteht aus einzelnen Monomeren, die sich an zwei Aminosauren
unterscheiden. Diese, als repeat variable di-residues (RVDs) bezeichneten, zwei Aminosauren vermitteln die
spezifische Bindung des Monomers zu einem Nukleotid in der DNA-Sequenz. Die dargestellten RVDs bestehen
aus Asparagin und Histidin (NH), Asparagin und lIsoleucin (NI), Asparagin und Glycin (NG), Histidin und
Asparaginsaure (HD), Asparagin und Asparagin (NN). Die Bindung dieser RVDs erfolgt nach den angegebenen
Praferenzen: NG = Thymin; HD = Cytosin; NI = Adenin; NN = Guanin oder Adenin, NH = Guanin. Dargestellt ist die
in dieser Arbeit verwendete CCR5-Uco-TALEN gebunden an den CCR5-Lokus.
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Bindung auch zur Bildung von Homodimeren aus zwei gleichen TALEN-Armen kommen, die
ebenfalls einen Doppelstrangbruch (DSB) induzieren kdnnen (Abbildung 8). Die Bildung von
heterodimeren sowie homodimeren TALEN-Paaren kann die Anzahl potenzieller Off-Targets
deutlich erhéhen. Bei Off-Targets handelt es sich um Sequenzen, die auf Grund ihrer hohen
Homologie zur Zielsequenz der Nuklease oder dem Aufbau der Nuklease selbst (zum Beispiel
wegen Monomeren, die mehr als ein Nukleotid binden) ebenfalls gebunden und geschnitten
werden. Off-Targets kdnnen einen potenziell negativen Effekt auf die editierten Zellen haben.
Neben den direkten Effekten auf den edierten Genbereich des Off-Targets kénnen durch
zusatzliche DSB im Genom chromosomale Aberrationen entstehen. Vor allem fur
Designernukleasen in der klinischen Anwendung ist eine geringe Anzahl Off-Targets
optimalerweise eine ganzlich fehlende Off-Target-Aktivitat erstrebenswert. Aus diesem Grund
wurden obligat heterodimere Fok1-Schneidedomanen entwickelt, die die Induktion von
Doppelstrangbriichen durch zwei gleiche TALEN-Arme verhindern und somit die Zelltoxizitat

verringern.224-227

TALEN mit Wildtyp Fok1 TALEN mit heterodimerer Fok1

Linke TALEN Rechte TALEN Linke TALEN Rechte TALEN

P00 | -0
Linke TALEN Linke TALEN Linke TALEN Linke TALEN
V- W T e W
Rechte TALEN Rechte TALEN Rechte TALEN Rechte TALEN
s T TN T

Bildung von Homodimeren méglich Keine Bildung von Homodimeren

Abbildung 8: Bildung von TALEN-Paaren mit Wildtyp beziehungsweise heterodimerer Fok1. Die Wildtyp
Fok1-Schneidedomane erlaubt die Bildung von homodimeren und heterodimeren TALEN-Paaren, wahrend die
obligat heterodimere Fok1 in der TALEN eine Bildung von funktionsfahigen Homodimeren verhindert.

1.3.3 Zelluldre Reparaturmechanismen zur Reparatur von Doppelstrangbriichen

Die meisten Designernukleasen sind dafur konzipiert DSB an den angestrebten Genloci zu
induzieren. Die DSB fiihren in der Regel zu Mutationen im Genom, die wiederum die
Expression von Genen beeinflussen kdnnen. Diese Mutationen entstehen durch zelleigene
Reparaturmechanismen. Da die genomische DNA in Zellen taglich den unterschiedlichsten
Einflissen, wie Hitze, Strahlen oder Substanzen ausgesetzt ist, die zu Mutationen flihren
kénnen, besitzen Zellen eine Reihe verschiedener Reparaturmechanismen, um diese

Schaden zu korrigieren. Ein flr die Zelle sehr gefahrlicher DNA-Schaden stellt ein DSB dar,
-18 -



Einleitung

da dieser zur Fragmentierung des Chromosoms flihren wiirde. Es existieren daher mehrere
DNA-Reparaturmechanismen, die Doppelstrangbriiche korrigieren kénnen (Abbildung 9). Die
beiden primdren Reparaturmechanismen sind (i) die ,nicht-homologe End-zu-End-
(NHEJ,

Rekombination® (HR, engl. homologous recombination), die heute auch als homologie-

Verknipfung engl. nonhomologous-end-joining) und (i) die ,homologe
vermittelte Reparatur (HDR, engl. homology directed repair) bezeichnet wird.??8229 Beim NHEJ
werden die Enden der Doppelstrangbriiche durch bestimmte Enzyme wieder zusammengefiligt
und durch Ligasen verbunden. Sind die DNA-Enden dabei nicht kompatibel fiir die Ligation
werden die Enden entsprechend abgeschnitten oder aufgefiillt. Dadurch entstehen kleinere
Deletionen oder Insertionen (Indels) an der reparierten Bruchstelle. Obwohl bei diesem
Vorgang vermehrt Mutationen entstehen, ist NHEJ in Saugetierzellen der haufigste
Reparaturmechanismus bei DSB.?3%-232 |m Gegensatz dazu stellt das HDR einen praziseren
Reparaturmechanismus dar. Da diploide Zellen zwei Kopien jedes Chromosoms (der
Autosome) besitzen, kann das 2. Chromosom als Matrize verwendet werden. Dabei wird die
DNA-Information des intakten Chromosoms auf das gebrochene Chromosom Ubertragen und
so wiederhergestellt. Darlber hinaus kann auch das Schwesterchromatid nach DNA-
Replikation und Sequenzduplikation auf demselben oder andere Chromosomen als Matrize

dienen. Auch exogene DNA-Fragmente kdnnen von der Zelle als Vorlage bei der Reparatur

Doppelstrangbruch (DSB)
LLTTITTRIE TIOTITTIT]

Reparaturmechanismen
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Sequenz des 2. Deletionen Deletionen
Chromosomes DI]:D]]I m
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Abbildung 9: Zellulare Reparaturmechanismen von Doppelstrangbriichen. Nach einem Doppelstrangbruch
kommen unterschiedliche Reparaturmechanismen zum Einsatz. Bei der homologievermittelten Reparatur (HDR)
verwendet die Zelle das zweite Chromosom oder das Schwesterchromatid als Vorlage um die Sequenz des
kaputten Stranges wiederherzustellen. Beim nicht-homologen Verbinden von Enden (NHEJ) werden Uiberstehende
Nukleotide abgeschnitten oder aufgefillt. Dadurch entstehen Deletionen oder Insertionen. Die auf
Mikrohomologien-basierende Endverkniipfung (MMEJ) fligt die Enden an Stellen kurzer Homologien von 4 - 25
Basenpaaren zusammen, wodurch Insertionen oder Deletionen unterschiedlichster GréRRe entstehen kénnen.
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verwendet werden, was von Wissenschaftlern fir einen gezielten Austausch von
Sequenzinformation genutzt wird. Ein weiterer Reparaturmechanismus, der zu den
alternativen NHEJ gezahlt wird, ist die mikrohomologiebasierte End-zu-End-Verknlpfung
(microhomologie-mediated end joining, MMEJ). Dabei werden die einzelstrangigen Enden des
Doppelstrangbruches an Sequenzbereichen mit kleinsten Homologien (2 - 25 Basenpaare)
gepaart und an dieser Stelle ligiert, wodurch hauptsachlich Deletionen der dazwischen
liegenden Bereiche, aber auch Insertionen entstehen.?33-23¢ Neben kleineren und gréReren
Deletionen sowie Insertionen kénnen beide Reparaturmechanismen NHEJ und MMEJ, zu
weitreichenden chromosomalen Veranderungen wie Translokationen, Inversionen oder

ahnlichem flihren, insbesondere wenn gleichzeitig mehrere DSB vorliegen.237-23°
1.3.4 TALEN-vermittelte Geneditierung von T-Zellen durch die CCR5-Uco-TALEN

Der Knockout des CCR5-Gens in T-Zellen und hamatopoetischen Stammzellen flihrt, sowohl
in vitro als auch in vivo nachweislich zu einer hohen Resistenz gegeniber R5-HIV-Stammen
und stellt daher in einigen neuen Konzepten der HIV-Behandlung, wie einer kombinierten
~Shock and Kill*-Methode einen wichtigen Teilaspekt dar. Ferner wird der Schutz von T-Zellen
vor einem Eindringen von HIV durch einen CCR5-Knockout mittelweile auch fir andere,
kurzlich entwickelte Gentherapien, wie der CAR-T-Zelltherapie, fur HIV-positive Patienten
interessant. Aus diesem Grund entwickelte unsere Arbeitsgruppe eine TALE-Nuklease,
namentlich CCR5-Uco-TALEN, die zu einem effizienten Knockout von CCRS5 auch in primaren
T-Zellen fuhrt und die editierten Zellen in vitro resistent gegentber HIV-basierten lentiviralen
Vektoren und Wildtyp R5 HIV-1ga. machten.’®® Die CCR5-Uco-TALEN erkennt eine DNA-
Sequenz von jeweils 20 Nukleotiden pro Arm im CCRb5-Gen, die flr die ICL1 kodiert
(Abbildung 4 und Abbildung 7). In T-Zelllinie, wie den PM1 erreicht die CCR5-Uco-TALEN eine
CCRb5-Editierungsrate  von >90% und in primdren, humanen T-Zellen eine
Geneditierungsrate von > 50 % am CCRb5-Lokus. Erste Off-Target Analysen am Genlokus
CCR2, wiesen eine, wenn auch niedrige Aktivitat, an diesem Lokus auf. Die Untersuchung
eines weiteren sehr wahrscheinlichen Off-Targets im Gen des Proteins Mucin-16 (MUC16)
hingegen zeigte keinerlei CCR5-Uco-TALEN Aktivitat auf. Eine Schwierigkeit bei allen
Designernukleasen ist der Transport zur und in die Zielzelle. Bei T-Zellen und
hamatopoetischen Stammzellen ist es auch im Menschen moglich durch eine einfache
Blutentnahme oder Leukapherese diese Zellen zu entnehmen und zu behandeln (ex vivo
Therapie). Das Einbringen der Designernuklease oder die entsprechende genetische
Information kann anschlieBend durch virale Vektoren, chemische Tragerstoffe, physikalische
Methoden wir der Elektroporation.?4®-242 Bei der Elektroporation werden Zellen einem
elektrischen Feld ausgesetzt, wodurch es zur Bildung von Poren in der Zellmembran kommt

durch die Molekiile, wie DNA, mRNA oder Protein gelangen kénnen.?43 Im Hinblick auf den
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Transfer von Designernukleasen in T-Zellen und hamatopoetischen Stammzellen stellt die
Elektroporation eine gut umsetzbare und transiente Methode dar. Aus diesem Grund wurde
fir die CCR5-Uco-TALEN ein Protokoll zur mRNA-Elektroporation von menschlichen
Zelllinien, primaren T-Zellen und primaren hamatopoetischen Stammzellen entwickelt.'% Die
CCR5-Uco-TALEN soll in einer autologen ex vivo Gentherapie zur Herstellung CCR5-
negativer CD4*-T-Zellen zur Behandlung von HIV-infizierten Patienten eingesetzt werden. Der
Einsatz dieser Zellen soll in Kombination mit anderen Konzepten, wie der ,Shock and Kill*-
Methode oder CAR-T-Zellen zur Behandlung einer HIV-Infektion oder HIV-infizierten Patienten
erfolgen. Fur die Translation dieses Konzeptes und der CCR5-Uco-TALEN in die Klinik bedarf
es weiterer vorklinischer Untersuchungen und der Entwicklung eines Herstellungsprozesses,

der der ,Guten Herstellerpraxis“ (good manufacturing praxis, GMP) unterliegt.
1.4 Zielsetzung dieser Arbeit

HIV-Infektionen stellen trotz der Entwicklung effizienter antiretroviraler Therapien (cART)
weiterhin ein globales Gesundheitsproblem dar. Da keines der derzeitigen antiretroviralen
Medikamente zu einer Eradikation des HI-Virus fihrt, bleibt eine Infektion mit HIV eine
chronische Erkrankung und erfordert in der Regel eine lebenslange Therapie. Die
Langzeitbehandlung mit cART kann allerdings zu teilweise schweren Nebenwirkungen,
Toxizitat oder Medikamentenwechselwirkungen fuhren. Zudem Iasst sich ein Anstieg des
Anteils resistenter HIV-Stdmme, selbst unter cART-naiven Patienten, beobachten. Daher
besteht weiterhin ein dringender Bedarf, neue Therapieansatze zur HIV-Eradikation zu
entwickeln. Viele darauf gerichtete Gentherapiekonzepte beinhalten unter anderem den
Knockout des HIV-Korezeptors CCR5 in HIV-Zielzellen. Das Potential dieses Ansatzes wurde
durch die Heilung zweier HIV-positiver Krebspatienten von ihrer HIV-Infektion nach
Stammzelltransplantation von einem CCR5-negativen Spender unterstrichen.

Fir die Translation neuer Therapieverfahren in die klinische Anwendung mussen mogliche
Risiken und negative Effekte in vorklinischen Untersuchungen umfassend Uberprift werden.
Im Zuge dieser Arbeit sollte daher die Aktivitat der zuvor entwickelten CCR5-Uco-TALEN am
CCRb5-Lokus und an potenziellen Off-Targets analysiert werden. Darauf aufbauend sollte die
CCR5-Uco-TALEN fir die spatere klinische Anwendung optimiert und ihre Anwendung in T-
Zellen umfassend molekular charakterisiert werden. Im finalen Schritt sollte ein GMP-
kompatibles Protokoll zur Produktion grofier Mengen CCRb5-editierter CD4*-T-Zellen fir die
klinischen Anwendung entwickelt werden. Die Hauptziele dieser Arbeit waren somit die
praklinische Prifung der im Labor entwickelten und optimierten Designernuklease sowie die
Entwicklung eines validierten Herstellungsprozesses zur Produktion humaner HIV-resistenter

CD4*-T-Zellen fur die klinische Anwendung zur Behandlung HIV-positiver Patienten.
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2 Material

Material

Im Folgenden sind alle in der vorliegenden Arbeit verwendete Gerate und Arbeitsmaterialien

aufgelistet. Die Entsorgung erfolgte nach den entsprechenden Richtlinien.

2.1 Gerite

Geratetyp

Geratename

Firma

ddPCR-System

QX100™ Droplet Digital™ PCR
System (Generator und Reader)

Bio-Rad Laboratories GmbH
(85622 Feldkirchen, Deutschland)

BD FACSAria™ [l (Laser:407 nm,

BD (07417 Franklin Lakes NJ,

405 nm, 488 nm, 640 nm)

Durchflusszytometer 488 nm, 561 nm, 633 nm) USA)
BD FACS Canto™ Il (Laser: 407 nm,
Durchflusszytometer 488 nm, 633 nm BD
Durchilusszytometer MACSQuant® Analyzer 10 (Laser: Miltenyi Biotec (51429 Bergisch

Gladbach, Deutschland)

Elektroporator

GenePulser Xcell Total System

Bio-Rad Laboratories GmbH

Elektrophoresesystem

peqlab PerfectBlue Gelsystem Mini L

VWR International (64295
Darmstadt, Deutschland)

Elektrophoresesystem

peqlab PerfectBlue Gelsystem Mini S

VWR International

ThermoFisher Scientific (02451

Schittelschrank

Certomat BS-1 und IS

Inkubator Heraeus Heracell 150i CO2 Waltham, USA)
Inkubator Heraeus function line ThermoFisher Scientific
Inkubations- B.Braun GmbH & Co. KG (34212

Melsungen, Deutschland)

Olympus Europa SE & Co.KG

well (gradient)

Lichtmikroskop CkXa1 (20097 Hamburg, Deutschland)
. IKA®-Werke GmbH (79219
Magnetrihrer IKAMAG REO Staufen, Deutschland)
. . F.Hoffmann-La Roche AG (CH-
PCR-Gerat LightCycler® 480 Instrument Il 4070 Basel, Schweiz)
PCR-Gert Tprofessional Standard Blocktyp 96 Biometra, Analytik Jena AG

(07745 Jena, Deutschland)

PCR-Werkbank

peqlabPCR Workstation Pro

VWR International

Pipettierhilfe

Multipette Xstream

Eppendorf AG (22331 Hamburg,
Deutschland)

Pipettierhilfe

PIPETBOY acu 2

INTEGRA Biosciences AG (CH-
7205 Zizers, Schweiz)

Hirschmann Laborgerate GmbH &

1000 pl, Ein- und Mehrkanalpipetten)

Pipettierhilfe Pipetus Co.KG (74246 Eberstadt,
Deutschland)
Pipettierhilfen Eppendorf Research/Plus (0,5- Eppendorf AG

pH-Meter

WTW inoLab pH 720

Xylem Inc. (10573 Rye Book NY,
USA)

pH-Elektroden mit
Temperaturfihler

WTW SenTix® 81

Xylem Inc.

Plattenschittler

Biometra WT16 mini rocking platform

Analytik Jena AG (07745 Jena,
Deutschland)

Plattenschweil3gerat

PX1 PCR Plate Sealer

Bio-Rad Laboratories GmbH

Plattenzentrifuge

Perfect Spin peqlab

VWR International
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Reinstwasseranlage PURELAB flex 2

ELGA LabWater (HP14 3BY High
Wycombe, England)

Schweil3gerat TSCD-1I®

Terumo (1510072 Shibuya,
Japan)

Sicherheitswerkbank Heraeus HERAsafe HS12/HS18

Kendro Laboratory jetzt
ThermoFisher Scientific

Spektralphotometer Nanodrop™ ND-1000

ThermoFisher Scientific

Spektralphotometer Qubit® 2.0

Invitrogen (58239 Schwerte,
Deutschland)

Thermomixer comfort 1.5 ml

Eppendorf AG

QIAGEN-
Pumpenadapter

QlAvac 24 Plus

Qiagen GmbH (40724 Hilden,
Deutschland)

usv KR2000

Kehua Group (Xiamen Fujian,
China)

UV-Gerat mit Kamera

Gel-Dokumentation (312 nM UV-
Lampe & Foculus IEEE 1394 digitale)

PHASE GmbH (23564 Libeck,
Deutschland)

Vaccubrand GmBH Co. (97877

Vakuum-Pumpe Membranpumpe MZ 2C Wertheim, Deutschland)
IKA®-Werke GmbH (79219
Vortexer VF2 Staufen, Deutschland)
KERN & SOHN GmbH (72336
Waage KB 2400 - 2N Balingen-Fromme, Deutschland)
GFL Gesellschaft fir
Wasserbad TYP 1008 Labordiagnostik GmbH
Zentrifuge MC 6 fur MikrogefaRe und SARSTEDT AG & Co. KG (51588
9 Achterketten Nimbrecht, Deutschland)
Zentrifuge Rotanta 460 R Andreas Hettich GmbH & Co.KG

(78532 Tuttlingen, Deutschland)

Sorvall RC5CPlus mit Rotor Sorvall

Zentrifuge SLA 1500 Super-LITE ThermoFisher Scientific
Zentrifuge Zentrifuge 5417R und 5424 Eppendorf AG
Zentrifuge Eppendorf centrifuge 5415 C Eppendorf AG

Zellmanufaktur-
Plattform

CliniMACS Prodigy®

Miltenyi Biotec

Zellmanufaktur-
Plattform

CliniMACS® Electroporator

Miltenyi Biotec

2.2 Verbrauchsmaterial

Material Artikelnr. Firma
0,2 ml Reaktionsgefalie, 8er Streifen 72.991.002 SARSTEDT AG & Co. KG
0,2 ml Reaktionsgefalle 72.737.002 SARSTEDT AG & Co. KG
0,5 ml Reaktionsgefalle 72.699 SARSTEDT AG & Co. KG
1,5 ml Reaktionsgefale 72.690.001 SARSTEDT AG & Co. KG
2 ml Reaktionsgefalle 0030120.094 Eppendorf AG
13 ml Rohre mit Bellftungsstopfen 62.515.006 SARSTEDT AG & Co. KG

. N Greiner Bio-One International GmbH
15 ml Falcon Reaktionsgefalle 188271 (A-4550 Kremsmiinster, Osterreich)
10-cm Schalen fur die Molekularbiologie 632181 Greiner Bio-One International GmbH
12-Well Platten fir die Zellkultur M8687 Greiner Bio-One International GmbH
24-Well Platten flr Suspensionszellen M9312 Greiner Bio-One International GmbH
30 ml Reaktionsgefalle 201170 Greiner Bio-One International GmbH
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5 ml Réhrchen 55.1597 SARSTEDT AG & Co. KG
50 ml Falcon Reaktionsgefalie 227264 Greiner Bio-One International GmbH
6-Well Platten flr Suspensionszellen 83.3920.500 Greiner Bio-One International GmbH
96-Well Lightcycler Platten 72.1982.202 SARSTEDT AG & Co. KG
96-Well PCR-Platten 72.1978.202 SARSTEDT AG & Co. KG
96.-Well PCR-Platten, twin.tec™ semi- 951020389 Eppendorf AG
skirted
Adhasive gPCR Folie 95.1999 SARSTEDT AG & Co. KG
Adhasive PCR Folie, stark klebend 95.1993 SARSTEDT AG & Co. KG
CliniMACS® Prodigy EP-2 170-076-623 Miltenyi Biotec
CliniMACS® Prodigy TS 520 170-076-600 Miltenyi Biotec
Combitips® advanced 0,5 ml 30089421 Eppendorf AG

. Paul Marienfeld GmbH (97922
Deckgldschen 0351000 Lauda Konigshofen, Deutschland)
D8 Gaskets 1863009 Bio-Rad Laboratories GmbH
D8 Cartridges 1864008 Bio-Rad Laboratories GmbH
Filter Falcon, Einzelzellsuspensionen 542070 ThermoFisher Scientific
(70 pm)
Filterspitzen Biosphere 0,1-20 pL 701116215 SARSTEDT AG & Co. KG
Filterspitzen Biosphere 20 uL 70.760.213 SARSTEDT AG & Co. KG
Filterspitzen Biosphere 100 L 70.760.212 SARSTEDT AG & Co. KG
Filterspitzen Biosphere 200 L 70.760.211 SARSTEDT AG & Co. KG
Filterspitzen Biosphere 1000 pL 70.762.211 SARSTEDT AG & Co. KG
Elektroporationskivetten Plus, BTX 4 mm | 450126 VWR International
Kryoréhrchen 377224 ThermoFisher Scientific
LS MACS Separation Columns 130-042-401 Miltenyi Biotec
Nalgene™ Mr. Frosty™ Gefrierbehalter 5100-0001 ThermoFisher Scientific
Neuerbauerzdhlkammer (improved) 0640010 Paul Marienfeld GmBH
QlAshredder 79654 Qiagen GmbH
Qubit™ Assay Tube Q32856 ThermoFisher Scientific
Parafilm M P7793 Sigma-Aldrich (89552 Steinheim,

Deutschland)

PCR Plate Heat Seal Foll 1814040 Bio-Rad Laboratories GmbH
Pipettenspitzen 0,1 - 10 pl 22492004 Eppendorf AG
Pipettenspitzen 200 pl 70.760.002 SARSTEDT AG & Co. KG
Pipettenspitzen 1000 pl 70.762 SARSTEDT AG & Co. KG
Serologische Pipetten 2 ml 86.1252.001 SARSTEDT AG & Co. KG
Serologische Pipetten 5 ml 86.1253.001 SARSTEDT AG & Co. KG
Serologische Pipetten 10 ml 86.1254.001 SARSTEDT AG & Co. KG
Serologische Pipetten 50 ml 86.1256.001 SARSTEDT AG & Co. KG
Sicherheitskandile, Blunt Fill 18Gx 303129 BD
Single Sampling Adapter 170-076-608 Miltenyi Biotec
Skalpell (Chirurgisches Einmal-Skalpell) | 5518059 3’323%23?32&5&?3 (34212
Spritzen, 2 ml 4606701V B.Braun GmbH & Co. KG
Spritzen, 10 ml 309110 BD
Spritzen, 30 ml 301229 BD
Spritzen, 50 ml 300865 BD
Transfer Bag 1000 130-018-001 Miltenyi Biotec
Triple sampling adapter 170-076-609 Miltenyi Biotec
Zellkulturflasche T25 (Suspensionszellen) | 690195 Greiner Bio-One International GmbH
Zellkulturflasche T75 (Suspensionszellen) | 658195 Greiner Bio-One International GmbH
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2.3 Kommerzielle Kits

Die nachfolgenden Kits wurden, wenn nicht

Herstellers angewendet.

Material

anders beschrieben, nach dem Protokoll des

Bezeichnung

Artikelnummer

Firma

CloneJET™ PCR Cloning Kit

K1231

ThermoFisher Scientific

iScript™ Advanved cDNA Synthesis Kit for RT-

Plus)

gPCR 1725038 Bio-Rad Laboratories GmbH
Light Cycler® 480 High Resolution Melting F.Hoffmann-La Roche AG
Master 4909631001 (CH-4070 Basel, Schweiz)
MACS® Comp Bead Kit anti-REA 130-104-693 Miltenyi Biotec
MaX|maT"’_' SYBR™ Green/Rox 2x qPCR K0221 Thermo Scientific
Master Mix
RNeasy Mini Kit 74104 Qiagen GmbH

™ H ™ i
TB Green™ Premix Ex Tag™ Il (Tli RNaseH RR820A TaKaRa (525-0058 Shiga, JP)

T7 mScript™ Standard mRNA Production
System

C-MSC100625

CELLSCRIPT (53713 Madison
WI, USA)

Mutagenesis Kit

QlAquick Gel Extraction Kit 28706 Qiagen GmbH
QlAquick PCR Purification Kit 28106 Qiagen GmbH
QlAamp DNA Blood Mini Kit 51106 Qiagen GmbH
QlAprep Spin Miniprep Kit 27106 Qiagen GmbH
Qiagen Plasmid Plus Maxi Kit 12965 Qiagen GmbH
. . Invitrogen, ThermoFisher
Qubit™ RNA HS Assay Kit Q32852 Scientific
. : Invitrogen, ThermoFisher
Qubit™ dsDNA BR Assay Kit Q32850 Scientific
QuikChange Lightning Site-Directed 210518 Agilent Technologies (95051

Santa Clara, USA)

2.4 Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Artikelnummer | Firma
2-Propanol 59304-1L-F Sigma-Aldrich

Gibco, Fisher Scientific (58239
2-Mercaptoethanol [50 mM] 31350-010 Schwerte, Deutschland)
6X DNA Loading Dye R0611 ThermoFisher Scientific
7-AAD 130-111-568 Miltenyi Biotec
Agar-Agar Kobe | 5210.3 Carl Roth (76185 Karlsruhe,

Deutschland)

Ammoniumchlroid (NH4CI)

1.01145.1000

Merck (64271 Darmstadt,

Deutschland)
Ampicillin Natriumsalz K029.1 Carl Roth
. oo Schilke & Mayr (22851
Antifect N liquid 113940 Norderstedt, Deutschland)
CD4 MicroBeads, 2 ml 130-045-101 Miltenyi Biotec
CliniMACS® CD4 Reagent 200-070-132 Miltenyi Biotec
. . . Biochrom AG (12247 Berlin,
Biocoll Separating Solution L6115 Deutschland)
dATP [je 100 mM] R0141 ThermoFisher Scientific
dCTP [je 100 mM] R0151 ThermoFisher Scientific
dGTP [je 100 mM] R0161 ThermoFisher Scientific
dTTP [je 100 mM] R0171 ThermoFisher Scientific
ddPCR Supermix for Probes (no dUTP) 1863024 Bio-Rad Laboratories GmbH
ddPCR Droplet Reader Qil 1863004 Bio-Rad Laboratories GmbH
Droplet Gen Qil for Probes 1863005 Bio-Rad Laboratories GmbH
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Material

Dimethylsulfoxid (DMSQ) D4540 Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) E5134 Sigma-Aldrich
Ethylendiamintetraessigsaure Magnesium-di- 1.08409.0100 Merck (64271 Darmstadt,
Kaliumsalz (Mg-Titriplex*2H20) ) ' Deutschland)

Th. Geyer GmbH (37671

Ethanol [80%] vergallt mit MEK, Bitrex, IPA 2203 Héxter-Stahle, Deutschland)
Ethanol absolut 1.00983 Merck
. InvivoGen Europe (31400

Fast Media Amp Agar fas-am-b500 Toulouse, Franlfreiﬁ:h)

Fetales Rinderserum (FBS) F7524 Sigma-Aldrich

GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder SMO0311 ThermoFisher Scientific

Humanes Serum Typ AB, Vollblut geronnen H6914 Sigma-Aldrich

Humanalbumin 200 g/l Infusionslésung 34102 Eednon Bl_opharma (55051
ucca, ltalien)

Interleukin-7 (IL-7), research grade 130-093-937 Miltenyi Biotec

Interleukin-15 (IL-15), research grade 130-095-760 Miltenyi Biotec

Kaliumhydrogencarbonat (KHCOs) 104854 Merck

Kaliumhydroxid, J.T.Baker® (KOH) 0385 VWR International

Kanamycinsulfat T832.1 Carl Roth

LB Agar Amp fas-am-s InvivoGen Europe

LB Medium Lennox X964.2 Carl Roth

L-Glutamine [200mM] 25030-024 Gibco, Fisher Scientific

RNase AWAY ™ Dekontaminationsmittel 7002 ThermoFisher Scientific

MACS® GMP T Cell TransAct 170-076-156 Miltenyi Biotec

MACS® GMP Recombinant Human IL-7 170-076-111 Miltenyi Biotec

MACS® GMP Recombinant Human IL-15 170-076-114 Miltenyi Biotec

MACSQuant® Calibration Beads 130-093-607 Miltenyi Biotec

Magnesiumchlorid (MgClz) AM9530G Invitrogen

Natrium Pyruvate [100mM] 11360-039 Gibco, Fisher Scientific

Natriumchlorid (NaCl) 9265.2 Carl Roth

Natronlauge 5 N (NaOH) 119913 Merck

Nuklease-freies Wasser AM9937 Invitrogen

Penicillin- Streptomycin [10.000 U/ml] 15140-122 Gibco, Fisher Scientific

peqGREEN, DNA/RNA-Farbstoff 732-2960 VWR International

Rinderserum Albumin Lésung [7.5% in DPBS] | A8412 Sigma-Aldrich

T Cell TransAct™, human 130-111-160 Miltenyi Biotec

TBS, Tris buffered saline T-5030 Sigma-Aldrich

Trypanblau-Lésung (0,4%) 15250061 Gibco, Fisher Scientific

™ i
gllj;ra(\aljure DNA Typing Grade 50x TAE 24710030 Invitrogen
UltraPure™ Agarose 16500500 Invitrogen

2.5 Puffer und Medien

Bezeichnung Artikelnummer | Firma

CliniMACS® PBS/EDTA Buffer 200-070-029 Miltenyi Biotec

CliniMACS® Electroporation Buffer 170-076-625 Miltenyi Biotec

DPBS (1x) ohne Kalzium, ohne 14190-094 Gibco, Fisher Scientific
Magnesium

DPBS ohne Kalzium, ohne Magnesium BDL-001-10L Serana (Pessin, Deutschland)
MACSQuant® Running Buffer 130-092-747 Miltenyi Biotec

MACSQuant® Washing Solution 130-092-749 Miltenyi Biotec

Opti-MEM | Medium, reduziertes Serum 31985062 Gibco, Fisher Scientific

RPMI 1640 Medium 61870044 Gibco, Fisher Scientific
TexMACS™ Medium 130-097-196 Miltenyi Biotec

TexMACS™ GMP Medium 170-076-306 Miltenyi Biotec

NaCl Isotonische Lésung 0,9 % 169927 (FGr?gjg';Z?ﬁbéggjﬁgfgngsgmg)
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2.6 Enzyme und verwendete Puffer

Material

Bezeichnung Artikelnummer | Firma

g;%aeTTaq DNA-Polymerase und 10X DreamTaq | £p476o ThermoFisher Scientific
FastDigest Bst11071 und Puffer FD0704 ThermoFisher Scientific
FastDigest BamHI| und Puffer FD0054 ThermoFisher Scientific
FastDigest BsmBl und Puffer FD0454 ThermoFisher Scientific
FastDigest Bpu10Il und Puffer FD1184 ThermoFisher Scientific
FastDigest Eam11041 und Puffer FD0234 ThermoFisher Scientific
FastDigest Eco311 und Puffer FD0294 ThermoFisher Scientific
FastDigest Eco105| und Puffer FD0404 ThermoFisher Scientific
FastDigest EcoRI und Puffer FD0274 ThermoFisher Scientific
FastDigest Hpal und Puffer FD1034 ThermoFisher Scientific
FastDigest Hindlll und Puffer FD0504 ThermoFisher Scientific
FastDigest Lgul und Puffer FD1934 ThermoFisher Scientific
FastDigest MauBI und Puffer FD2084 ThermoFisher Scientific
FastDigest Notl und Puffer FD0596 ThermoFisher Scientific
FastDigest Pvul und Puffer FD0624 ThermoFisher Scientific
FastDigest Pvull und Puffer FD0634 ThermoFisher Scientific
FastDigest Sacl und Puffer FD1133 ThermoFisher Scientific
FastDigest Sall und Puffer FD0644 ThermoFisher Scientific
FastDigest Scal und Puffer FD0434 ThermoFisher Scientific
FastDigest Stul und Puffer FD0424 ThermoFisher Scientific
FastDigest Xbal und Puffer FD0684 ThermoFisher Scientific
FastDigest Xhol und Puffer FD0694 ThermoFisher Scientific
FastDigest Xmadl und Puffer FD1564 ThermoFisher Scientific
Proteinase K 19131 Qiagen GmbH

Q5® High-Fidelity DNA Polymerase und Q5® M0491L New England Biolabs (D-
Reaction Buffer Pack 65926 Frankfurt am Main)
T4 Polynukleotid-Kinase EK0031 ThermoFisher Scientific
T4 DNA Ligase [5 U/yL] und Puffer ELOO11 ThermoFisher Scientific

2.7 Antikorper

Alle verwendeten Antikérper stammen von der Firma Miltenyi Biotec (51429 Bergisch

Gladbach, Deutschland).

Bezeichnung

Artikelnummer

CD45 — Vioblue, human (Klon: REA747) 130-110-637
CD62L — APC, human (Klon: 145/15) 130-113-617
CD3 — FITC, human (Klon: REA613) 130-113-138
CD4 — Viogreen, human (Klon: REA623) 130-113-230
CD45R0 — PE-Vio770, human (Klon: UCHL1) 130-114-077
CD197 (CCR7) — APC, human (Klon: REA546) 130-120-466
CD95 (Fas) — FITC, human (Klon: REA738) 130-113-003
CD16 — PE, human (Klon: REA423) 130-113-955
CD19 — PEVio770, human (Klon: REA675) 130-114-173
CD56 — PE, human (Klon: REA196) 130-113-874
CD14 — APC, human (Klon: REA599) 130-110-578
CD8 — APCVio770, human (Klon: REA734) 130-110-681
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2.8 Humane Zellen und Bakterien

Bakterienstamm Herkunft/Referenz
E.coliTop10 F’ Invitrogen

Zelllinien

Jurkat (J76) Sommermeyer et al?*
PMA1 Lusso et al*5

Primére Zellen

Buffy Coat gesunder Spender (nach Einwilligung) Transfusionsmedizin UKE
29 Plasmide
Bezeichnung Herkunft/Referenz
pCCR5-Uco-TALEN L Mock et al'®
pCCR5-Uco-TALEN R Mock et al'®
pMA-Fok1-WT(opt) ThermoFisher Scientific
pMA-Fok1-KKR ThermoFisher Scientific
pMA-Fok1-RVR ThermoFisher Scientific
E977 BioNtech IMS
pJetGFP Mock et al'®
2.10 mRNA

Die CCR5-Uco-TALEN L und CCR5-Uco-TALEN R mRNA, die in einigen Experimenten dieser
Arbeit verwendet wurde, wurde von der Firma TriLink Biotechnologies (10770 San Diego CA,
USA) durch in vitro Transkription (IVT) produziert. Die mRNA Synthese erfolgte mit den
Plasmiden pCCR5-Uco-TALEN L und pCCR5-Uco-TALEN R. Die Plasmide wurden von der
Firma mit dem Enzym XmadJl linearisiert. Die mMRNA war nicht modifiziert und wurde mit einer
Cap1-Struktur sowie einer enzymatisch angehangener Poly(A)-Sequenz versehen. Nach der
IVT erfolgte eine DNase- und Phosphatase-Behandlung. Die Aufreinigung erfolgte tber eine
Silika-Membran. Die fir einige Versuche verwendete mRNA der CCR5-Uco-hetTALEN L und
CCR5-Uco-hetTALEN R wurde durch die Firma BioNTech IMS (ldar-Oberstein, Deutschland)
durch IVT synthetisiert. Grundlage der Synthese waren die Plasmide pCCR5-Uco-
hetTALEN_poly(A)-Kan L und Plasmide pCCR5-Uco-hetTALEN_poly(A)-Kan R. Die Plasmide
wurden Uber die Restriktionsschnittstelle Lgul linearisiert. Nach der Transkription erfolgte das
5 Capping mit einem ARCA cap. Die mRNA wurde Uber Silika-Kugeln (silica beads)
aufgereinigt, filtriert (0,2 um) und abgeflllt. Die Elution erfolgte in RNase-freiem Wasser. Die
Konzentrationsbestimmung der mRNA erfolgte mittels UV-Spektrometrie (nach Ph. Eur.
2.2.25).
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2.11 Synthetisierte Genfragmente

Die Synthese der genannten Genfragmente erfolgte durch ThermoFisher Scientific mit der
angegebenen Syntheseart. Die Rekonstitution der erhaltenen DNA erfolgte in Nuklease-

freiem Wasser direkt nach Erhalt der Produkte.

Bezeichnung Syntheseart

Fok1-RVR GeneArt Strings
Fok1-DAD GeneArt Strings
Fok1-ELD GeneArt Strings
Fok1-KKR GeneArt Strings
Fok1-WT(opt) GeneArt Strings
pMA-Fok1-WT(opt) GeneArt Gene Synthesis
pMA-Fok1-KKR GeneArt Gene Synthesis
pMA-Fok1-RVR GeneArt Gene Synthesis

2.12 Software

Bezeichnung Firma/Referenz

CRISPResso 2.0 246

(https://crispresso.pinellolab.partners.org/submission)

CliniMACS Prodigy Version, 1.4.10 no.66 Miltenyi Biotec

DNA Copy Number and Dilution Calculator ThermoFisher Scientific

GraphPad Prism, Version 8.4.3 GraphPad Software Inc.

Ensemble (https://www.ensembl.org/index.html) 247,248

FACSDiva, Version v4.2.2 BD Biosciences

FlowJo, Version v.10.6.2 BD Biosciences

MACSQuantify, Version v. 2.11.1907.19925 Miltenyi Biotec

Nanodrop ND-1000, Version v3.7.1 Thermo Fisher Scientific

Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov) National Center for
Biotechnology Information?*°

LC480 Software (Version 1.5.0 SP3) Roche

SnapGene Viewer, Version 5.1.5.1 GLS Biotec LLC

T Cell Engineering Process (beta-Version V0.6.2 & V0.7.0.1) Miltenyi Biotec

Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) | National Center for
Biotechnology Information?*°

PROGNOS Eli Fine?®'

Paired Target Finder - TAL Effector Nucleotide Targeter 2.0 Cornell Universitat?52

QuantaSoft, Version 1.7.4.0917 Bio-Rad

Qubit, Version v.3.10 Thermo Fisher Scientific

2.13 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden Uber Eurofins MWG im lyophilisierten Zustand bestellt. Die
Rekonstitution erfolgte fir die Primer mit Nuklease-freiem Wasser auf eine Konzentration von

100 pmol/pl. Die Schmelztemperaturen (Tm) wurde mit Primer-BLAST berechnet.
2.13.1 Primer fir die digitale PCR und scHRMCA

Die nachfolgenden Primer wurden mit einer héheren Reinheit ,High Purity Salt Free* (HPSF)
bestellt. Dabei werden die Primer Uber einen Grélkenausschluss von Nebenprodukten und
Salzen befreit.
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Bezeichnung | Sequenz (5’ — 3’) Tm

CCR5_1 CTGCCTCCGCTCTACTCACT 61,0 °C
CCR5 2 CCCAGAAGGGGACAGTAAGA 58,1 °C
CCR2_1 CAAATTGGGGCCCAACTC 56,2 °C
CCR2_2 GCCCACAATGGGAGAGTAATA 57,1 °C
GPC5_1 GTGTGGTGGTCATGTATCAC 56,2 °C
GPC5 2 GATTGTCTGAGGCCCACCC 63,2 °C
EPOR_1 GCTGCCAGCTTTGAGTACACTA 60,6 °C
EPOR_2 GAGATGCCAGAGTCAGATACCACAA 62,1 °C
Inv1 GAAGCAAATCGCAGCCC 58,8 °C
Ins1 TATGCACAGGGTGGAACAAG 57,8 °C
nesPCR1 CATTCATGGAGGGCAACTAAATAC 58,0 °C
nesPCR2 CGATTGTCAGGAGGATGATG 55,7 °C
HRM1 GGTTTTGTGGGCAACATGCTGG 54,6 °C
HRM2 GGTCAGAGATGGCCAGGTTG 60,0 °C

2.13.2 Primer fir Sequenzierungen, Klonierung und qPCR

Bezeichnung Sequenz (5’ — 3) Tm
hetTALEN1 CAAGCACCTCGGAGGATCAC 60,5 °C
hetTALEN2 ATAGGCAGATTGTAGCCGCC 60,0 °C
IPO8 1 GACCGTTCCTCCTGAGACTC 59,2 °C
IPO8 2 TCCTGGGCTTCCATATCGTTC 59,6 °C
Plasmid1 GAGCTGATACCGCTCGCC 60,4 °C
Plasmid2 CATCCGTCAGGGGCCTTC 59,8 °C
Int1 CTGGCAACTAGAAGGCACTC 58,3 °C
Int2 CCCAGAAGGGGACAGTAAGA 58,1 °C
pKlon1 TCTGTATACGAACCCCAGAG 55,8 °C
pKlon2 TACGCGCGCGGTTAATTAATC 59,8 °C
pKlon3 AGCTTGATGCGGCCGCATGCAATCTTAGTCAGGATCCTAGT /
pKlon4 CTAGACTAGGATCCTGACTAAGATTGCATGCGGCCGCATCA /
pSeq1 AGTTATGCTAGCGACTGTGCCTTCTAGTTG /
pSeq2 GGGCATTTCAAAGGCAACTA /
pSeq3 TTCCCGCTTTGATCATTTCT /
pSeqg4 GTAGGATCCTCACTATAGGGGCC /
pSeq5 GATGGATCCGTGGATACCGACCTT /
pSeqb CTGGGCCACGATTGACTCCAGTGC /
pSeq7 ACAGCACCCAGGACAGAATC /
pSeq8 CTCGAGTAGGTGGCCATTGT /
pSeq9 GGGCCAGTTGCTGAAGATCGC /
pSeq10 TCTGTATACGAACCCCAGAG /
pSeq11 TACGCGCGCGGTTAATTAATC /
pSeq12 CCTAACTGACACACATTCCA /
Fok1mut1 CAACACTCAACCCTATCTCGAGCTATTCTTTTGATTTATAAGGG /
Fok1mut2 CCCTTATAAATCAAAAGAATAGCTCGAGATAGGGTTGAGTGTTG /

2.13.3 Sonden

Die Sonden wurden im mitgelieferten Puffer in einer Konzentration von 100 pmol/pl geldst.

Bezeichnung Sequenz (5’ — 3) Modifikation

CCRS5ref CTTTGGTTTTGTGGGCAACATGCT 5' HEX 3-BHQ1
CCR5mut CTGCAAAAGGCTGAAGAGCATGACT 5' FAM 3-BHQ1
CCR2mut CTGCAAAAAGCTGAAGTGCTTGACTG 5' FAM 3-BHQ1
GPCb5ref TTGGCTAGTTTCCTGGTCCCCAGATGT 5' HEX 3-BHQ1
GPC5mut TAGATCTTGCTTTGAAGGTATGTTTTGGACATGATT | 5 FAM 3-BHQ1
EPORref TTCTGAGGCGCCACTTTTGCAAGACC 5' FAM 3-BHQ1
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2.14 Angesetzte Puffer und Medien
Die Lagerung von Puffern und Medien erfolgte, wenn nicht anders angegeben, bei 4 °C.

Lysepuffer fiir die scHRMCA

Reagenzien Firma

50 mM TBS pH 8.0 Sigma-Aldrich
10 mM EDTA Sigma-Aldrich
100 mM NacCl Carl Roth

ad 50 ml Reinstwasser

Proteinase K (1:100) QIAGEN

Nach dem Ansetzten wurde der pH-Wert des Lyse-Puffers mit 1 M NaOH auf 8,0 eingestellt,
mit einem 0,22 um Filter steril filtriert und bei RT gelagert. Vor dem Gebrauch wurde der

bendtigen Menge an Lyse-Puffer Proteinase K in einem Verhaltnis von 1:100 zugefiigt.

Erylysepuffer (pH 7.4)

Reagenzien Firma
8,3 g NH.CI Merck
1,0 g KHCO3 Merck
0,0372 g Mg-Titriplex*2H.0 Merck

ad 1 | Reinstwasser

Nach dem Ansetzten wurde der pH-Wert des Erylysepuffers mit 5 M KOH auf 7,4 eingestellt
und mit einem pH-Meter (WTW inoLab pH 720 und WTW SenTix® 81) Uberprift. Anschlielend

wurde der Puffer mit einem 0,22 pm Filter steril filtriert.

Kanamycin-LB-Agar

Reagenzien Firma
7,5 g Agar-Agar, Kobe | Roth
10 g LB-Medium Lennox Roth
ad 500 ml Reinstwasser

50 mg/ml Kanamycin Roth

Die bendtigten Mengen an Agar-Agar und LB-Medium wurden abgewogen, mit 500 mi
Reinstwasser aufgefillt und autoklaviert. AnschlieRend wurde dem noch flissigem, aber
abgekihlten LB-Agar 50 mg/ml Kanamycin zugesetzt und je 10 ml des fertigen Kanamycin-

LB-Agar in 10-cm Schalen flir die Molekularbiologie gefllt.
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LB-Medium
Reagenzien Firma
10 g LB-Medium Lennox Roth

ad 500 ml Reinstwasser

Die bendtigte Menge an LB-Medium wurde abgewogen, mit 500 ml Reinstwasser aufgeflillt
und autoklaviert. Falls notwendig wurde dem kalten LB-Medium anschlieRend entweder 500 pl
Kanamycin in einer Konzentration von 50 mg/ml oder 500 pl Ampicillin mit einer Konzentration

von 100 mg/ml zugesetzt.

Ampicillin-Agar
Reagenzien Firma
Fast Media Amp Agar InvivoGen

ad 500 ml autoklaviertes Reinstwasser

Ein Packchen des Fast Media Amp Agar wurde mit 500 ml autoklaviertem Reinstwasser
versetzt und in der Mikrowelle erhitzt. Der flissige Ampicillin-Agar wurde in 10-cm Schalen fur

die Molekularbiologie gefullt.

Ampicillin-LB-Medium

Reagenzien Firma
10 g LB-Medium Lennox Roth
ad 500 ml autoklaviertes Reinstwasser

500 pl Ampicillin [100 mg/ml] Roth

Die bendtigte Menge an LB-Medium wurde abgewogen, mit 500 ml Reinstwasser aufgeflillt
und autoklaviert. Anschlielend wurde dem kalten LB-Medium 500 pyl Ampicillin mit einer

Konzentration von 100 mg/ml zugesetzt.

MACS-Puffer
Reagenzien Firma
DPBS Gibco, Thermo Fisher Scientific
0,5 % Rinderserum Albumin Lésung [Vol.-%] Sigma-Aldrich
2mM EDTA Sigma-Aldrich

Der MACS-Puffer wurde unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank angesetzt.
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Supplementierter CliniMACS PBS/EDTA Puffer

Reagenzien Firma
CliniMACS PBS/EDTA Buffer Miltenyi Biotec
75 ml 20 % humanes Albumin Sigma-Aldrich

Die Lagerung des supplementierten CliniMACS PBS/EDTA Puffers erfolgte bei RT.

T-Zell Medium |
Reagenzien Firma
RPMI 1640 Medium Gibco, Fisher Scientific
10 % FBS [Vol.-%] Sigma-Aldrich
1 % L-Glutamin [Vol.-%] Gibco, Fisher Scientific
1 % Penicillin-Streptomycin [Vol.-%] Gibco, Fisher Scientific
1 % Natrium Pyruvat [Vol.-%] Gibco, Fisher Scientific

Das T-Zell Medium | wurde unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank

angesetzt.
T-Zell Medium |l
Reagenzien Firma
TexMACS Miltenyi Biotec
8 % autologes Plasma [Vol.-%)]
0,1 % 2-Mercapthoethanol [Vol.-%] Gibco, Thermo Scientific
1 % Natrium Pyruvat [Vol.-%)] Gibco, Thermo Scientific

200 U/ml Interleukin-2

Das T-Zell Medium Il wurde unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank

angesetzt. Das Interleukin-2 wurde erst direkt vor dem Gebrauch dem Medium zugefigt.

T-Zell Medium Il
Reagenzien Firma
TexMACS Miltenyi Biotec
8 % autologes Plasma [Vol.-%] Sigma-Aldrich
155 U/ml Interleukin-7 Miltenyi Biotec
290 U/ml Interleukin-15 Miltenyi Biotec

Das T-Zell Medium Il wurde unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank

angesetzt. Die Interleukine wurden erst direkt vor dem Gebrauch zugefugt.
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T-Zell Medium IV

Reagenzien Firma
TexMACS Miltenyi Biotec
3 % humanes Serum [Vol.-%]

155 U/ml Interleukin-7 Miltenyi Biotec
290 U/ml Interleukin-15 Miltenyi Biotec

Das T-Zell Medium IV wurde unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank

angesetzt. Die Interleukine wurden erst direkt vor dem Gebrauch zugeflgt.

Supplementiertes TexMACS GMP Medium

Reagenzien Firma

2 |1 TexMACS GMP Medium Miltenyi Biotec
60 ml humanes Serum Sigma-Aldrich
25 ug Interleukin-7 Miltenyi Biotec
25 ug Interleukin-15 Miltenyi Biotec

Das supplementierte TexMACS GMP Medium wurde unter sterilen Bedingungen an einer

Sicherheitswerkbank angesetzt.

Einfriermedium |

Reagenzien

40 % T-Zell Medium | [Vol.-%]
50 % FBS [Vol.-%]

10 % DMSO

Das Einfriermedium wurde unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank vor jeder

Anwendung frisch angesetzt.

Einfriermedium Il

Reagenzien

40 % TexMACS [Vol.-%]

50 % humanes Serum oder autologes Plasma [Vol.-%]
10 % DMSO

Das Einfriermedium wurde unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank vor jeder

Anwendung frisch angesetzt.
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3 Methoden

Alle Arbeiten im Rahmen dieser Doktorarbeit erfolgten in Laboren der Sicherheitsstufe 2 nach
den aktuellen Sicherheitsrichtlinien. Die Entsorgung von Laborabfallen erfolgte nach den
aktuellen Richtlinien. Die Reinigung der Arbeitsplatze erfolgte mit 80 % Ethanol (vergallt),
Antifect N liquid oder RNase AWAY.

3.1 Isolation von genomischer DNA

Vor der Isolation der genomischen DNA wurden die Zellen geerntet, in ein 1,5ml
Reaktionsgefal Uberfihrt, pelletiert (Zentrifuge 5415 C, 5 min bei 1000x g), das Medium
restlos entfernt und bei -20 °C eingefroren. Fir die anschlieliende Isolation wurde das QIAmp
DNA Mini Blood Kit (Ausgabe Mai 2016) nach Angaben des Herstellers verwendet. Es wurde
die Zentrifuge 5417R verwendet. Die Elution erfolgte in ein 1,5 ml Reaktionsgefal® mit
40 pl - 100 yl AE-Puffer (aus Kit) oder Nuklease-freiem Wasser, wenn die Probe anschlielend
sequenziert wurde. Die Messung der Konzentration von genomischer DNA erfolgte mit dem
Qubit 2.0 Fluorometer mit dem dsDNA BR Assay Kit in Qubit Assay Tubes nach Angaben des
Herstellers in den Qubit Assay Tubes. Pro Messung wurden 2 pl der genomischen DNA
eingesetzt. Vor jeder Konzentrationsbestimmung der Proben erfolgte die Messung des
Standards #1 und #2 aus dem Kit.

3.2 Isolation von RNA aus Zellen

Zur Isolation der RNA wurden die humanen Zellen geerntet, in ein 1,5 ml Reaktionsgefal®
Uberflhrt, pelletiert (Zentrifuge 5415 C, 5 min bei 1000x g), das Medium restlos entfernt und
bei -80 °C eingefroren. Die Isolation der gesamten RNA aus Zellen wurde mit dem RNeasy
Mini Kit gemal dem Spin-Protokoll des Herstellers fir tierische Zellen (Ausgabe Juni 2012)
durchgeflhrt. Vor den Arbeiten wurden der Arbeitsplatz sowie alle Pipetten mit RNase AWAY
dekontaminiert. Alle Pipettierschritte fanden mit Filterspitzen unter einer Sicherheitswerkbank
statt. Die pelletierten, eingefrorenen Zellen wurden bei RT aufgetaut und in 350 ul RLT-Puffer
(ohne B-Mercaptoethanol) suspendiert. Die Homogenisierung der Zellen erfolgte mit
QlAshredder-Spin-Saulen. Es erfolgte keine Restriktion der genomischen DNA mit DNase. Es
wurde die Zentrifuge 5424 verwendet. Nach jedem Waschschritt wurde das 2 ml Auffanggefan
gegen ein sauberes ausgetauscht. Nach dem letzten Waschschritt wurde die Saule in einem
sauberen Auffanggefal erneut zentrifugiert, um letzte Pufferreste zu entfernen. Die RNA
wurde in 30 pl Nuklease-freiem Wasser in ein steriles 1,5 ml RNase-freie Reaktionsgefal’ (aus
dem Kit) eluiert. Bis zur cDNA-Synthese (Abschnitt 3.3) wurde die RNA bei -80 °C gelagert.
Zur Bestimmung der RNA-Konzentration wurde 1 ul des Eluats pro Ansatz abgenommen und

in 9 yl RNase-freiem Wasser in einem 0,5 ml Reaktionsgefall verdinnt. Die Messung erfolgte
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mit dem Qubit RNA HS Assay Kit nach Herstellerprotokoll am Qubit 2.0 Fluorometer in Qubit
Assay Tubes mit 2 pl der verdinnten RNA. Vor der Konzentrationsbestimmung der Proben

erfolgte die Messung der mitgelieferten Standards (#1 und #2).
3.3 cDNA-Synthese fiir die RT-qPCR

Um die aus den Zellen isolierte RNA durch eine RT-gPCR quantifizieren zu kénnen, muss
diese mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben werden. Fur die cDNA-Synthese
wurde das iScript Advanced cDNA Synthesis Kit verwendet, da damit bis zu 7,5 uyg RNA in
einem Ansatz umgeschrieben werden konnten. Alle Proben und Reagenzien wurden auf Eis
gehalten und auch der Syntheseansatz wurde auf Eis pipettiert. Im Vorfeld wurde der die
Sicherheitswerkbank sowie alle Pipetten mit RNase AWAY dekontaminiert. Es wurden nur
Filterspitzen verwendet. Fir die cDNA-Synthese wurde ein Mastermix mit je 4 pl 5x iScript
advanced reaction mix und 1 pl iScript advanced reverse transcriptase pro Probe plus 10 %
Uberhang hergestellt. 5 ul des Reaktionsansatzes wurden pro cDNA-Synthese in ein 0,2 ml
Reaktionsgefal® pipettiert. Zu jedem Ansatz wurden 15 pl der isolierten RNA hinzugegeben,
auler die Konzentration der RNA Uberstieg 500 ng/ul, dann wurde die Héchstmenge von
7,5 ug fur einen Ansatz (Angaben des Kits) verwendet und mit RNase-freiem Wasser auf 20 ul
aufgeflllt. Die cDNA-Synthese erfolgte flir 30 min bei 42 °C mit anschlielender Inaktivierung
der Transkriptase fur 5 min bei 85 °C im PCR-Gerat Tprofessional Standart Blocktyp 96 well.
Bis zur RT-qPCR (Abschnitt 3.13.8 und 3.13.9) wurde die cDNA bei -20 °C gelagert.

3.4 Sanger-Sequenzierung von DNA

Zur Uberprifung der korrekten Basenabfolge von Plasmiden nach Klonierung oder Analyse
von PCR-Produkten auf das korrekte Amplikon erfolgte die Sequenzierung durch die Firma
Eurofins nach der Sanger-Methode. Hierfur wurden folgende Konzentrationen und Volumen
eingeschickt (siehe Tabelle 1). Pro Ansatz wurden 2 ul des entsprechenden 10 uM Primers

zugegeben.

Tabelle 1: Probenmengen und Konzentrationen fiir die Sanger-Sequenzierung

Probenart Produktlédnge Konzentration | Volumen
Plasmid-DNA <30kb 50-100 ng/pl 15 pl
Gereinigtes PCR- Produkt 150 - 300 bp 1 ng/ul 15 ul
300 - 1000 bp 5 ng/ul 15 pl
Ungereinigtes PCR- 150 - 300 bp 4 ng/ul 15 ul
Produkt 300 - 1000 bp 10 ng/pl 15yl

Die von Eurofins Ubermittelten Ergebnisse der Sequenzierungen umfassten das
Chromatogramm mit Angaben zur Qualitat der Sequenzierung und die Sequenz-Dateien. Fur
jede Sequenzierung wurde das Chromatogramm in Bezug auf die Qualitdt und das

Vorhandensein zusatzlicher Sequenzen (Uberlagerungen im Chromatogramm) (iberpriift.
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AnschlieRend wurde die vollstandige Sequenz aus der Sequenzierung unter Verwendung des
webbasierten Programmes Nucleotide BLAST (Einstellung: Align two or more sequences,

Optimierung: megablast) mit der Basenabfolge der Vektorkarte verglichen.

3.5 Amplikon-basiertes Next-Generation Sequencing

Bei der Amplikon-basierten Next Generation Sequencing (ampNGS) werden nur gezielte DNA-
Abschnitte im Genom durch eine vorherige PCR vervielfaltigt und sequenziert werden. In
dieser Arbeit basiert die ampNGS auf der lllumina MiSeqg/NextSeq Plattform unter Verwendung
des Nextara-2-Schritt-Protokolls (Nextara-two-step-protocol). Der allgemeine Ablauf der
durchgefihrten ampNGS gliedert sich in folgende Abschnitte (Abbildung 10): 1) Nextara-2-
Schritt-Protokoll. Zwei-stufige Amplifikation der DNA-Abschnitte zuerst mit Hilfe von
sequenzspezifischen Primern, die eine Adaptorsequenz enthalten und anschlieBend mit
adapterspezifischen Primern, die eine weitere Adaptersequenz und einen Barcode enthalten.
II) Bindung der DNA-Fragmente Uber die 2. Adaptersequenz an ein festet Reaktionsmedium
(Chip) und anschlieRender Briicken-PCR. lllI) Sequenzierung der amplifizierten DNA-
Abschnitte in Echtzeit tGber fluoreszierende dNTPs. Durch den Barcode kénnen Proben und

Zielsequenzen unterschiedlich markiert und somit zusammen sequenziert werden.

Nextara-2-Schritt-Protokoll

1. PCR 2. PCR
Genbereich Int
enbereich von interesse i Adaptor

| ' "

~

—_— Barcode j
— Adaptorspezifische Primer 5 \

-

Sequenzspezifische Primer mit 1. Adaptor

| |

Next Generation Sequencing

i i i
i i | g 1 :
I 1 . T B
i 7 TINT BT hadl 19 10 | Rt SURpe SUp &
Chip mit Oligos Amplikonbindung Briicken-PCR Sequenzlierung

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Amplikon Next Generation Sequencing.

Potenzielle Off-Targets wurden in silico mit den webbasierten Bioinformatikprogrammen
PROGNOS?%" und Paired Target Finder von TAL Effector Nukleotide Targeter 2.02°? nach den
in Tabelle S1 und Tabelle S2 beschriebenen Kriterien fir eine homodimere und heterodimere
CCR5-Uco-TALEN identifiziert (Tabelle S3 und Tabelle S4). Aus allen erhaltenen Off-Target-
Listen wurden die 10 haufigsten potenziellen Off-Targets innerhalb der ersten 15 Range
ausgewahlt (Tabelle S5 und Tabelle S6) und per ampNGS an unterschiedlichen Proben
untersucht (Tabelle S7). Neben den identifizierten potenziellen Off-Targets wurde ebenfalls
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das On-Target CCR5 per ampNGS analysiert. Alle Schritte, wie die Sequenzierung und
bioinformatischer Analyse, inklusive der flir die ampNGS notwendigen Vorbereitungen
(Primerdesign, Primertestung, Amplifikation) wurden von der Firma Microsynth AG (Balgach,
Schweiz) durchgeflihrt. Die Firma Microsynth erhielt die Liste der zu sequenzierenden
Sequenzen (Tabelle S8 und Tabelle S9), sowie genomischen DNA-Proben zur ampNGS
(650 ng gDNA mit einer Konzentration 10 ng/ul in Nuklease-freiem Wasser). Alle generierten
Sequenzinformationen (Reads) wurden nach ihrem Barcode sortiert (engl. demultiplexing), die
Adaptorsequenzen entfernt (engl. trimming), passende Reads in vorwarts und rickwarts
Orientierung gepaart und mit einem Referenzgenom verglichen (engl. alignment). Alle Reads
wurden auf das Vorkommen von Insertionen und Deletionen (Indels) im Vergleich zum
Referenzgenom hin von Microsynth untersucht. AnschlieRend erfolgte die weitere Analyse
manuell. Alle Reads, die Indels an und/oder zwischen den jeweiligen potenziellen TALEN-
Bindungsstellen enthielten wurden als TALEN-editiert gezahlt. Die Reads ohne Indels an der
potenziellen TALEN-Bindestelle wurden als Wildtyp (WT) gezahlt. Die statistische Analyse des
Indelverhaltnisses wurde mit einem einseitigen, ungepaarten Welch’s t-Test mit Welch’s-
Korrektur in einem Konfidenzniveau von 95 % in GraphPad Prism durchgefuhrt. Die P-Werte
sind wie folgt definiert: Nicht signifikant (ns) = 0,1234; * = 0,0332; ** = 0,0021; *** = < 0,0002.
Daten, die die Indelverteilungen fur CCR5 und CCR2 zeigen, wurden mit dem webbasierten
Programm CRISPRESSO 2246 auf Grundlage der ampNGS-Daten berechnet. Die Parameter

fur die Berechnung sind in Tabelle S10 zusammengefasst.
3.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Die Ligation von DNA-Fragmenten zur Herstellung neuer Vektoren erfolgte mit 5 U der T4
DNA-Ligase im entsprechenden T4-Ligase Puffer in einem 20 pl Ansatz mit den bendtigten
DNA-Fragmenten fir 2 h bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 16 °C. Pro Ligationsansatz
wurden 100 ng des geschnittenen Vektorbackbones und die dreifache Menge des

Inserts eingesetzt. Die Insert-Menge berechnete sich wie in Formel 1 beschrieben:

Formel 1: Berechnung der Insertmenge in der Ligation

Basenpaare des Vektorbackbones 9 3)

Insertmenge [ng] = 100ng ~ ( Basenpaare des Inserts

3.7 Transformation von chemisch kompetenten Bakterien

Fur die Vervielfaltigung von Plasmid-DNA wurden chemisch kompetente Top10 F’ E.coli (die
Herstellung erfolgte mittels der Calciumchlorid-Methode nach dem Experimentator
Molekularbiologie/Genomics?%3) mittels Hitzeschockmethode transformiert. Die chemisch
kompetenten Top10 F’ E.coli wurden auf Eis aufgetaut, mit 10 yl des Ligationsansatzes

(Abschnitt 3.6), 2 ul des Ansatzes aus der Mutagenese (Abschnitt 3.13.2) oder 20 ng eines
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Plasmids versetzt, durch mehrmaliges Pipettieren gemischt und 20 min auf Eis inkubiert.
Danach erfolgte der Hitzeschock im Thermomixer (comfort 1.5 ml) bei 42 °C fir 60 s.
AnschlieBend wurden die transformierten Top10 F’ E.coli sofort fir weitere 2 min auf Eis
inkubiert. Zur Ausbildung der Antibiotikaresistenz wurden die transformierten Top10 F’' E.coli
mit 500 pl LB-Medium ohne Antibiotikazusatz versetzt und, wenn nicht anders angegeben, 1 h
bei 37 °C und 300 rpm auf einem Thermomixer (comfort 1.5 ml) geschiittelt. Danach wurden
die transformierten Top10 F’ E.coli bei 300 g zentrifugiert (Zentrifuge 5417R), das Medium bis
auf 50 yl abgenommen und die transformierten Top10 F’ E.coli auf einer Agarplatte mit der
entsprechenden Antibiotikaresistenz (Ampicillin oder Kanamycin) ausplattiert. Die Inkubation
erfolgte, wenn nicht anders angegeben, bei 37 °C flir mindestens 16 h im Inkubator (Heraeus
function line). Bei der Transformation von Top10 F’ E.coli mit Plasmiden, die einen Poly(A)-
Anhang enthielten, erfolgten die Inkubation der Agar-Platte und die Ausbildung der
Antibiotikaresistenz bei 32 °C zur Erhaltung des Poly(A)-Anhanges. Zur Vervielfaltigung der
Plasmide wurden einzelne Klone von der Agarplatte mit einer 200 ul Pipettenspitze gepickt
und damit entweder eine kleine Bakterienkultur mit 4 ml LB-Medium plus des entsprechenden
Antibiotikums in einer 13 ml Réhre mit Bellftungsstopfen oder 100 ml - 120 ml LB-Medium mit
dem entsprechenden Antibiotikum in einem 500 ml Erlenmeyerkolben angeimpft. Die
Inkubation erfolgte Uber Nacht in einem Inkubationsschittelschrank (Certomat BS-1 oder IS)
bei 180 rpm und 37 °C beziehungsweise 32 °C.

3.8 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Die Isolation von Plasmid-DNA aus kleinen Bakterienkulturen mit bis zu 4 ml Volumen erfolgte
mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit nach Angaben des Herstellerprotokolls (Ausgabe Februar
2015) unter Verwendung der QIAvac 24 Plus. Die Elution der Plasmid-DNA aus bis zu 4 ml
Bakterienkultur erfolgte in 30 pl - 50 pl des mitgelieferten Puffers EB oder Nuklease-freiem
Wasser, wenn das Plasmid anschlieRend flr eine in vitro Transkription von RNA (Abschnitt
3.19) verwendet wurde. Fir Bakterienkulturen von 100 ml - 120 ml wurde das QIAGEN
Plasmid Maxi Kit nach Angaben des Herstellerprotokolls (Ausgabe Oktober 2015) unter
Verwendung der QlAvac 24 Plus benutzt. Die Zentrifugation der grof3en Bakteriensuspension
erfolgte in der Zentrifuge Sorvall bei 4 °C. Die Elution der Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen
mit bis zu 120 ml erfolgte in 200 ul - 400 yl je nach bendtigter Plasmidkonzentration mit dem
mitgelieferten Puffer EB oder Nuklease-freiem Wasser, wenn das Plasmid anschlieRend flr
eine in vitro Transkription von RNA verwendet wurde. Die Konzentrationsbestimmung der
Plasmid-DNA erfolgte photometrisch am Nanodrop ND-100 fir Nukleinsduren mit der
Einstellung DNA-50 gemal den Herstellerangaben mit 1 ul-1,5 yl des Ansatzes. Als
Leerprobe (Blank) diente der wahrend der Elution verwendete Puffer EB oder das Nuklease-

freiem Wasser. Nach der Isolation wurde die Plasmid-DNA bei -20 °C gelagert.
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3.9 Restriktion von DNA

Die Hydrolyse von DNA, wie Plasmiden oder PCR-Fragmenten, erfolgte fur die Klonierung
oder Analyse von Plasmiden. Fur alle Restriktionen wurden FastDigest-Enzyme von
ThermoFisher Scientific verwendet. Bei Restriktionsansatzen, die im Anschluss auf ein
Agarosegel aufgetragen wurden, wurde der Puffer FastDigest Green benutzt. Dieser enthielt
bereits einen DNA Loading Dye. Wenn die Restriktionsansatze Uber das QIAquick PCR
Purification Kit aufgereinigt werden sollten (zum Beispiel bei Restriktionen von PCR-Produkten
oder linearisierten Plasmiden), wurde der FastDigest Puffer ohne Loading Dye verwendet. Die
Restriktionen erfolgten je nach Anwendung mit 0,5 ug- 10 ug DNA, 1 pl des jeweiligen
Enzyms und 2 ul des angegebenen Puffers in einem 20 uyl Ansatz bei 37 °C flir 1 h - 2 h. Die
unterschiedlichen Restriktionsansatze fir die einzelnen Anwendungen sind in Tabelle 2

zusammengefasst.

Tabelle 2: Restriktionsansatze fiir unterschiedliche Anwendungen

Anwendung DNA-Menge Puffer Auftrennung
Analyse von Plasmiden 0,5 ug FastDigest Green Agarosegel
PCR-Produkt fir Klonierung 10 FastDigest farblos PCR Purification Kit
Linearisierte Plasmide 10 pg FastDigest farblos PCR Purification Kit
Plasmid fiir Klonierungen 2-10ug FastDigest Green Agarosegel

3.10 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA-Fragmenten nach einer Restriktion erfolgte mittels einer
Agarosegelelektrophorese in  1,0%igen (Fragmentgréfe: 300 - 10.000 Basenpaare)
oder 2,0%igen (Fragmentgréf3e: 100 - 10.000 Basenpaare) Agarosegelen. Abhangig von der
Probenanzahl wurden Gele der GréRe L und Kd&mme mit 16 oder 20 Taschen oder Gele der
GroRe S und Kdmme mit 6 oder 12 Taschen verwendet. Die entsprechende abgewogene
Menge an UltraPure Agarose wurde in 100 ml (Gel L) beziehungsweise 50 ml (Gel S) 1x TAE-
Puffer (mit Reinstwasser verdiinnter UltraPure DNA Typing Grade 50x TAE Puffer) durch
Erhitzung in der Mikrowelle aufgeldst. Zur Farbung der DNA wurde der flissigen Agarose der
Farbstoff peqGREEN (Gel L: 5,0 yl und Gel S: 2,5 pl) zugesetzt. Nach der abgeschlossenen
Polymerisation wurde das Gel mit dem Schilitten in ein peqlab PerfectBlue Gelsystem Mini L
oder S, gefillt mit 1XTAE-Puffer, Gberfiihrt. Der Marker GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder
wurde 1:2 mit dem mitgelieferten 6x TriTrack DNA Loading Dye versetzt und anschlief3end 1:3
mit Nuklease-freiem Wasser verdinnt. Fur jedes Agarosegel wurde in eine der Taschen 10 pl
des angesetzten Markers GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder zur ldentifikation der DNA-
FragmentgroRen gegeben. Bei Restriktionsansatzen von Plasmid-DNA zur Identifikation
passender Klone oder zur Qualitatskontrolle nach Isolation aus Bakterienkulturen wurden 15 pl
des Ansatzes in die Taschen des Agarosegels pipettiert. Bei Proben, bei denen die DNA-

Fragmente fur eine anschlieRende Klonierung aus dem Agarosegel ausgeschnitten wurden,
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wurde der gesamte Probenansatz auf das Agarosegel aufgetragen. Die
Agarosegelelektrophorese erfolgte bei 100 V - 120 V fir bis zu 60 min je nach Gel- und
FragmentgréRe. Nach der Auftrennung wurden die DNA-Fragmente in einem UV-Gerat mit
Kamera (312 nM UV-Lampe und Foculus IEEE 1394 digitale Kamera) sichtbar gemacht und
dokumentiert. Bei Gelen mit DNA-Fragmenten, die flir eine anschlieRende Klonierung aus dem
Agarosegel ausgeschnitten wurden, erfolgte die Exposition mit dem UV-Licht so kurz wie
mdglich, um die Entstehung von Mutationen zu vermeiden. Die Gelstlicke mit den passenden
DNA-Fragmenten fiir eine Klonierung wurden mit einem Skalpell aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und in ein 2 ml Reaktionsgefaly Giberfiihrt. Die Extraktion der DNA-Fragmente

aus dem Gelstiick wurde wie in (Abschnitt 3.11) beschrieben durchgefiihrt.
3.11 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte mit dem QIAquick Gel
Extraction Kit nach dem Protokoll des Herstellers (Ausgabe Juli 2015). Die Elution erfolgte mit
30 yl des im Kit enthaltenen Puffers EB. Es wurde die Zentrifuge 5417R verwendet. Die
Konzentrationsbestimmung der DNA-Fragmente wurde photometrisch am Nanodrop ND-100
fir Nukleinsauren mit der Einstellung DNA-50 gemal den Herstellerangaben mit 1 ul - 1,5 pl

des Ansatzes durchgefihrt. Als Leerprobe (Blank) diente der verwendete Puffer.
3.12 Anlagerung von Oligonukleotiden fiir die Klonierung

Fir das Einfigen von Restriktionsschnittstellen in ein Plasmid wurden kurze Oligonukleotide
mit der bendtigten Sequenz, sowie Oligonukleotide mit der komplementaren Sequenz bestellt.
Die beiden Oligonukleotide wurden so konstruiert, dass noch Anlagerung an beiden Seiten ein
Uberhang entstand, der den Uberhangen der zu verwendenden Restriktionsenzyme (Hindlll
und Xbal) entsprach. Dadurch konnte das doppelstrangige Fragment direkt in die
geschnittenen Plasmide ligiert werden. Folgender Ansatz wurde fir die Anlagerung verwendet:
1 Wl T4-Ligasepuffer, jeweils 1 ul der 100 yM Oligonukleotide pKlon3 und pKlon4, 0,5 pl T4
Polynukleotid-Kinase und 6,5 ul Nuklease-freies Wasser. Die Inkubation des Ansatzes erfolgte
flir 30 min bei 37 °C und 5 min bei 95 °C in einem Thermomixer (comfort 1,5 ml). Anschlieend

wurde der Ansatz bei RT langsam abgekuhlt und in einer Ligation (Abschnitt 3.6) verwendet.
3.13 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase-chain-reaction, PCR) dient der Amplifikation von
DNA-Abschnitten mit Hilfe von sequenz-spezifischen Oligonukleotiden. Im folgende sind
spezifische PCRs beschrieben, die in dieser Arbeit verwendet wurden. Bei allen PCR-

Ansatzen wurde ein Mastermix angesetzt und eine Wasserkontrolle ohne DNA-Zugabe
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mitgefuhrt. Falls moglich wurde ein Plasmid oder DNA-Fragment als Positivkontrolle

verwendet. Alle PCRs wurden mit Filterspitzen pipettiert.
3.13.1 Amplifikation von Plasmid-DNA zur anschlieBenden Klonierung

Die Amplifikation von Plasmiden oder Plasmidabschnitten erfolgte mit der Q5 High-Fidelity
DNA Polymerase in einem 25 pul Ansatz mit folgenden Reagenzien: 5,0 yl 5X Q5
Reaktionspuffer, jeweils 1,25 ul der beiden 10 yM Primer, 0,5 yl dNTP-Mix (10 uM je 25 %
dATP, dGTP, dCTP und dTTP), 0,25 ul Q5 Polymerase, DNA und Nuklease-freies Wasser.
Als Ausgangmaterial wurden weniger als 100 ng DNA eingesetzt. Die Amplifikation erfolgte
nach folgendem PCR-Programm: 98 °C fiir 30 s, 36x [98 °Cflir10s,50-65°Cfir20s,72 °C
fur 30 s pro 1 kb Amplikonlange], 72 °C fir 2 min, 4 °C fir 1 min.

3.13.2 PCR-basierte Mutagenese zur Einfiihrung neuer Restriktionsschnittstellen

Die Einfihrung neuer Restriktionsschnittstellen zur Klonierung erfolgte mit dem QuikChange
Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit. Als erstes wurde fiir jedes Plasmid der folgende
Ansatz pipettiert: 5 pyl des 10x Reaktionspuffer, 50 ng Plasmid, 125 ng je Primer (Fok1mut1
und Fok1mut2), 1 yl dNTP-Mix, 1,5 yl QuikSolution Reagenz, bis zu 50 pl Nuklease-freies
Wasser und 1 pl QuikChange Lightning Enzym. Die Amplifikation erfolgte im PCR-Gerat
Tprofessional Standard nach folgenden Angaben: 95 °C flir 2 min, 18x [95 °C fiir 20 s, 60 °C
fir 10 s, 68 °C fir 4,5 min], 68 °C fur 5 min. AnschlieBend erfolgte eine Behandlung mit 2 pl
Dpnl bei 37 °C flir 5 min zur Entfernung des nicht-mutierten Plasmids. Danach erfolgte die

Transformation von chemisch kompetenten Bakterien (Abschnitt 3.7).
3.13.3 Droplet digital PCR

In dieser Arbeit wurde die droplet digitale PCR (ddPCR) von Bio-Rad firr die Detektion von
Translokationen, die Bestimmung von Indelraten und der Messung von Genkopien
angewendet. Der PCR-Ansatz enthielt neben den Primern sequenz-spezifische
Hydrolysesonden, die am 5‘-Ende mit einem Fluoreszenzmolekil und am 3‘-Ende mit einem
Black Hole Quencher (BHQ) versehen waren, dieser blockiert das Fluoreszenzsignal, wahrend
die Hydrolysesonde nicht gebunden ist. Bei der ddPCR wird der PCR-Ansatz mit Hilfe des
QX200 Droplet Generator mittels den D8 Gaskets, Cartridges und dem Droplet Gen Qil for
Probes in bis zu 20,000 kleine Oltrépfchen eingeschlossen. In jedem Trépfchen lauft dadurch
eine unabhangige Amplifikation ab, wodurch eine mdgliche Produkthemmung reduziert wird.
Nach der Amplifikation werden die Oltropfchen im QX2000 Droplet Reader gemessen. Bei
dieser Messung werden die einzelnen Oltrépfchen in einem Olstrom mit einem 2-farbigen

optischen Detektionssystem auf das Vorhandensein von Fluoreszenzsignalen analysiert. Die
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Auswertung der ddPCR erfolgte mit der Software QuantaSoft. Basierend auf der Poisson-
Verteilung ermittelt die Software aus der Anzahl positiver und negativer Trépfchen eine

Kopienzahl pro Mikroliter fur die analysierten Amplikons (Abbildung 11).

1. Tropfchen-Produktion 2. Amplifikation 3. Detektion 4. Auswertung
A\ A *
HEX
' FAM -7
0e0®6 HEX

Abbildung 11: Ablauf einer droplet digital PCR (ddPCR). Der angesetzten PCR-Mix mit fluoreszenzmarkierten
Hydrolysesonden (FAM / HEX) wird in Oltrépfchen eingeschlossen und amplifiziert. AnschlieRend erfolgt die
Messung der Fluoreszenz in jedem Oltropfchen in einem Detektor. Durch eine Software wird der Anteil
fluoreszenzpositiver OI-Trépfchen fiir jede Fluoreszenz (FAM / HEX) berechnet.

Bei jeder ddPCR wurde fir alle Proben ein Mastermix angesetzt und dieser in 8er-PCR-
Streifen vorgelegt. Pro Well wurde ein Ansatz mit insgesamt 25 pyl (DNA mitgerechnet)
mit folgenden Reagenzien verwendet: 12,5 yl 2X ddPCR Supermix for Probes (no dUTP),
jeweils 1,5 pl der 15 yM Primer, jeweils 0,25 der 25 yM Sonden und Nuklease-freies Wasser.
Anschliellend wurde jedem Ansatz 30 ng - 60 ng DNA zugegeben, der Ansatz gevortext und
kurz in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Das Mischen der ddPCR-Ansatze erfolgte unter
einer PCR-Werkbank (peqglabPCR Workstation Pro). Die Generation der Ol-Trépfchen erfolgte
nach den Angaben des Herstellers (Droplet Digital PCR Application Guide) mit dem Droplet
Generator. Nach der Trépfchenproduktion wurden die ddPCR-Ansatze vorsichtig in eine
96-Well PCR-Platte (twin.tec™ semi-skirted) Uberfuhrt, die Platte nach Herstellerangaben im
PX1 PCR Plate Sealer versiegelt und nach folgendem PCR-Programm im Tprofessional
Standard inkubiert: 95 °C flir 10 min, 45x [94 °C fir 30 s, 60 °C fur 60 s], 98 °C fir 10 min,
4 °C fur 2 min. Alle Schritte erfolgten mit einer Temperaturveranderung (engl. ramp rate) von
2,0 °C/s. Nach der Amplifikation wurden die Trépfchen ebenfalls nach Herstellerangaben
innerhalb von 18 h am Droplet Reader gemessen. Die genaue, teilweise manuelle,
Auswertung mit der Software Quantasoft ist flir die unterschiedlichen, in dieser Arbeit
durchgefihrten, ddPCRs im Folgenden angegeben (Abschnitte 3.13.4, 3.13.5, 3.13.6.).

3.13.4 ddPCR zur Bestimmung der Geneditierungsrate

Die Bestimmung der Geneditierungsrate (Indelfrequenz) erfolgte per GEF-ddPCR?% fiir die
Genloci CCR5, CCR2 und GPC5. Folgende Primer und Sonden wurden flr die einzelnen
Genloci angewendet: CCR5 = CCR5_1, CCR5_2, CCRb5ref, CCR5mut; CCR2 = CCR2_1,
CCR2_2, CCRb5ref, CCR2mut; GPC5 = GPC5_1, GPC5_2, GPCb5ref, GPC5mut. Vor der
Detektion der amplifizierten Tropfchen im Droplet Reader wurde ein Layout fir die Messung
mit der Software Quantasoft unter Auswahl des Experiments absolute Quantifizierung (ABS)

erstellt. Die Auswertung erfolgte flir jede Probe manuell, wobei die Grenzen zwischen den
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Tropfchenpopulationen basierend auf den unbehandelten Kontrollproben, wie in einem
Beispielplot in Abbildung S1 zu sehen, gezogen wurden. Die Indelfrequenz wurde aus der

anschlieRend von der Software Quantasoft ermittelten Ratio wie folgt berechnet (Formel 2):

Formel 2: Berechnung der Indelfrequenz

Indelfrequenz [%]= 100 - (Ratio*100)
3.13.5 ddPCR zur Identifikation von chromosomalen Aberrationen

Die Detektion von chromosomalen Aberrationen zwischen dem CCR5- und CCR2-Lokus, wie
Deletionen (dKO), Inversionen (Inv) und Insertionen (Ins), erfolgte mit EPOR_1, EPOR_2,
EPORref, CCR5ref sowie folgenden spezifischen Primern: dKO = CCR2_1, CCR5_2; Inv =
Inv1, CCR2_1; Ins = Ins1, CCR2_2. Vor der Detektion der amplifizierten Tropfchen wurde ein
Layout fur die Messung mit der Software Quantasoft unter Auswahl des Experiments absolute
Quantifizierung (ABS) erstellt. Die Auswertung erfolgte fir jede Probe manuell, wobei die
Grenzen zwischen den Tropfchenpopulationen basierend auf den unbehandelten
Kontrollproben, wie in einem Beispielplot in Abbildung S2 zu sehen, gezogen wurden. Die

anschliel’end von der Software Quantasoft berechnete Ratio wurde in Prozent umgerechnet.
3.13.6 ddPCR zur Bestimmung der relativen Kopienzahl

Die Bestimmung der relativen Kopienzahl (RCN) zwischen den Genloci CCR5 und EPOR
erfolgte mit Primer und Sonden CCR5_1, CCR5_2, CCRb5ref, EPOR_1, EPOR_2, EPORref.
Vor der Detektion der amplifizierten Tropfchen wurde ein Layout fir die Messung mit der
Software Quantasoft unter Auswahl des Experiments Kopienzahlvariation (copy number
variation, CNV) erstellt. Die Auswertung erfolgte fiir jede Probe manuell, wobei die Grenzen
zwischen den Trépfchenpopulationen basierend auf den unbehandelten Kontrollproben, wie
in einem Beispielplot in Abbildung S3 zu sehen, gezogen wurden. Die Kopienzahl wurde

anschlieRend von der Software Quantasoft berechnet.
3.13.7 Quantitative Echtzeit-PCR

In dieser Arbeit wurde die quantitativen Echtzeit-PCR (RT-gPCR) unter Verwendung von
interkalierenden Farbstoffen zur Detektion von CCR5-Uco-hetTALEN Nukleinsduren (MRNA
und Plasmid) benutzt. Interkalierende Farbstoffe detektieren jede Art von doppelstrangiger
DNA, wodurch mogliche Kontaminationen, unspezifische PCR-Produkte oder Primer-Dimere
nicht vom korrekten Amplikon unterschieden werden kénnen. Da jedes DNA-Fragment
aufgrund unterschiedlicher Basenabfolge und Amplikonlange eine andere Schmelztemperatur
(Tm) hat, wurde im Anschluss an die RT-gPCR der Schmelzpunkt des RT-qPCR Ansatzes

bestimmt (Abbildung 12). Die Schmelztemperatur der Standardkurve diente dabei als
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Referenz. Als Standard diente eine Verdiinnungsreihe mit definierten Kopienzahlen aus den
Plasmiden pCCR5-Uco-TALEN(ELD)poly(A)-KanR L und pCCR5-Uco-TALEN(KKR)poly(A)-
KanR R. Dafiir wurden die beiden Plasmide auf eine Konzentration von 10 ng/pl mit Nuklease-
freiem Wasser verdinnt und 1:2 gemischt. Aus diesem Ansatz wurde eine
1:10-Verdinnungsreihe mit 7 Verdinnungen hergestellt. Fir die Berechnung der
Standardkurve wurden die von der LightCycler 480 Software berechneten
Schwellenwertzyklen (C,-Werte) gegen die Plasmidkopienzahlen in den Verdinnungen in
GraphPad Prism nach folgenden Parametern aufgetragen: Nichtlineare Regression = semilog
line; fitting method = least square regression; convergence criteria = strict, weighting method
= keine; Replikate = N und SD einbezogen; kleinster X-Wert = 40. Die Plasmidkopienzahlen
in jeder Verdinnung wurde mit Hilfe des webbasierten Programmes DNA Copy Number and

Dilution Calculator unter Angabe der Plasmidlange (8415 bp) berechnet.

Amplifikationskurven Schmelzkurvenanalyse Temperaturanalyse
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Abbildung 12: Darstellung der quantitativen Echtzeit-PCR. Der mit SYBR-Green versetzte PCR-Mix wird
amplifiziert und die Fluoreszenzzunahme nach jedem Zyklus gemessen. Nach der PCR wird eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt, indem der PCR-Ansatz langsam erhitzt und die Fluoreszenzabnahme
detektiert wird.

Die RT-gPCRs erfolgte fir jede Probe und die Standards in Triplikaten. Alle Ansatze wurden
auf Eis unter einer PCR-Werkbank (peglabPCR Workstation Pro) pipettiert. Bei jeder RT-
gPCR wurde ein Mastermix fur alle Proben angesetzt und mit einer Multipette Xstream (und
Combitips® advanced 0,5 ml) in eine 96-Well Lightcycler Platte verteilt. AnschlieRend wurden
2 yl des Ausgangsmaterials hinzu pipettiert, die Platte mit einer adhasiven qPCR Folie
abgedeckt, gevortext und in einer Plattenzentrifuge kurz zentrifugiert. Die Messung aller RT-
gPCRs erfolgte am LightCycler 480 Instrument Il (LC480) mit dem in Tabelle 3 angegeben
Programm. Die Auswertung der RT-qPCRs erfolgte mit der LightCycler 480 Software nach den
Angaben in den Abschnitten 3.13.8 und 3.13.9.

Tabelle 3: RT-gPCR-Programm

Temperatur | Zeit | Wiederholung Temperaturverdnderung | Fluoreszenzmessung |
95 °C 30s 1x
95 °C 5s 40x 4,4 °Cls
60 °C 30s 2,2 °Cls Einzelaufnahme
95 °C 5s 1x 4,4 °Cls
60 °C 60 s 1x 2,2 °Cls
95 °C 0,11 °Cl/s Kontinuierlich
50 °C 30s 1x 2,2 °Cls
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3.13.8 RT-qPCR zum Nachweis von CCR5-Uco-hetTALEN Kopien in cDNA Proben

Fiar den Nachweis von CCR5-Uco-hetTALEN Nukleinsauren (mRNA und Plasmid) in cDNA-
Proben (Abschnitt 3.3) wurde das TB Green Premix Ex Taq (Tli RNaseH Plus) Kit nach
Herstellerangaben (v201710Da) fir das LC480 System verwendet. Zur Kontrolle wurde neben
der CCR5-Uco-hetTALEN auch Kopien des endogenen Gens Importin 8 in allen Proben
detektiert. Die Primer (TALEN: hetTALEN1 und hetTALENZ2; Importin 8: IPO8_1 und IPO8_2)
wurden jeweils in einer Endkonzentration von 0,4 uM eingesetzt. Die Analyse der gemessenen
Proben und Standards erfolgte mit der Abs Quant/2nd Derivate Max Methode (Ermittlung der
Co-Werte mit folgenden Parametern: keine Kompensation, Filter 465 - 510, Mittelwert, hohe
Konfidenz) und der Analysemethode T,, Calling (keine Kompensation, Filter 465 - 510, zwei
Maxima oder weniger, Format SYBR Green) automatisch durch die Software. Die Berechnung
der Standardkurve erfolgte wie im Abschnitt 3.13.7 erlautert (Abbildung S4A+B).

3.13.9 RT-qPCR zum Nachweis von CCR5-Uco-hetTALEN-Plasmiden

Der Nachweis von CCR5-Uco-hetTALEN-Plasmiden in gDNA-Isolaten und cDNA-Proben
erfolgte mit dem Maxima SYBR Green/Rox gPCR Master Mix nach dem Herstellerprotokoll
(zweistufiges-Protokoll). Pro Reaktion wurden 20 ng gDNA (Abschnitt 3.1) verwendet. Die
Primer Plasmid1 und Plasmid2 wurden in einer Konzentration von 0,4 uM eingesetzt. Fur die
Berechnung der CCR5-Uco-hetTALEN-Kopien wurden Verdiinnungsreihen mit den Plasmiden
pCCR5-Uco-TALEN(ELD)poly(A)-KanR L und pCCR5-Uco-TALEN(KKR)poly(A)-KanR R fir
die jeweilige PCR erstellt (Details siehe Abschnitt 3.13.7 und Abbildung S4B). Der Nachweis
von integriertem CCRS-Uco-hetTALEN-Plasmid im CCRb5-Lokus erfolgte mit dem TB Green
Premix Ex Taq (Tli RNaseH Plus) Kit nach Herstellerangaben (v201710Da) flr das LC480
System. Die Primer (Int1 und Int2) wurden in einer Konzentration von 0,4 uM eingesetzt. Die
Berechnung der Cp-Werte erfolgte fir beide RT-qPCRs automatisch durch die LightCycler
Software mittels der fit points-Methode nach folgenden Parametern: keine Kompensation,
Filter 465 - 510, Effizienz 2,00. Die Schmelztemperatur wurde durch die Analysemethode T,
Calling automatisch von der Software nach den folgenden Parametern berechnet: keine
Kompensation, Filter 465 - 510, Mittelwert, hohe Konfidenz. Absolute Plasmidkopienzahlen
wurden fir jede Probe basierend auf der Standardkurve (Abbildung S4C) berechnet, bei der

mindestens zwei der drei Replikate eine korrekte Schmelztemperatur aufwiesen.
3.14 Hochauflosende Schmelzkurvenanalyse auf Einzelzellen

Fir die Untersuchung von mono- beziehungsweise biallelischen Mutationen im CCR5-Gen
wurde die hochauflosende Schmelzkurvenanalyse auf Ebene einzelner Zellen (scHRMCA)

angewendet. Bei dieser Methode wird das Schmelzkurvenprofil einer Probe analysiert und mit
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dem einer Referenz (Wildtyp) verglichen. Die Bildung von Homo- oder Heteroduplexen in der
Probe lasst sich anhand des Schmelzkurvenprofils unterscheiden.?%® Eine Variation oder
Mutation im amplifizierten Genabschnitt hingegen fiihrt zu einer Verschiebung des
Schmelzpunktes im Vergleich zum Wildtyp (Abbildung 13). Fir die scHRMCA wurde in einer
ersten PCR ein circa 1 kb groRes Fragment des CCR5-Gens um die TALEN-Bindestelle herum
aus einer Einzelzelle amplifizieren und dieses Fragment als Ausgangsmaterial in einer
Schmelzkurvenanalyse verwendet. Fir das Experiment wurden 10 pl des Lysepuffer in eine
96-Well-PCR-Platte vorgelegt und anschlieliend CCR5-TALEN behandelten T-Zellen sowie
nicht behandelte (Wildtyp) T-Zellen mit dem FACSAria lll Cell Sorter als Einzelzelle in die PCR-
Platte sortiert (Abschnitt 3.15). Die Lyse der Zellen erfolgte bei 37 °C fir 1 h in einem PCR-
Gerate (Tprofessional Standard). Danach wurde die Reaktion durch eine Inkubation bei 95 °C
flir 10 min gestoppt.2%¢ Auf die lysierten Zellen wurde in jedes Well 15 pl des folgenden PCR-
Ansatzes (hergestellt als Mastermix) gegeben: 2,5 pyl 10x DreamTaq Buffer, jeweils 0,5 pl der
10 uM Primer (nesPCR1 und nesPCR2), 0,5 pl dNTP-Mix (10 yM dATP, dGTP, dCTP und
dTTP), 0,1 pl 1mM MgCl,, 0,5 ul DreamTaq Polymerase, 10,4 yl Nuklease-freies Wasser.
Nach der Zugabe des 1. PCR-Ansatzes zu den lysierten Zellen wurde die 96-Well-PCR-Platte
mit einer adhasive PCR-Folie abgedeckt, gevortext, kurz in einer Tischzentrifuge fur Platten
(Perfect Spin peqglab) zentrifugiert und im PCR-Gerat (Tprofessional Standard) nach
folgendem PCR-Programm inkubiert: 95 °C fir 3 min, 25x [94 °C fir 30 s, 57 °Cflir30 s, 72 °C
30 s], 72 °C 3 min, 4 °C fur 1 min. Der Ansatz der ersten PCR wurde anschlielend 1:80 mit
frischem Reinstwasser (2,5 yl PCR-Ansatz + 197,5 pl Reinstwasser) in einer neuen 96-Well-
PCR-Platte verdinnt. Fir die Schmelzkurvenanalyse wurde ein Mastermix mit dem LC480
High Resolution Melting Master nach folgenden Angaben pro Well gemischt: 10,0 ul Resolight
Master Mix, 2,0 pl 25 mM MgCls, jeweils 1,5 pl der 5 yM Primer HRM1 und HRM2, 4,1 pl
Reinstwasser. AnschlieBend wurde mit einer Multipette (Xstream) jeweils 18,5 ul des
Mastermixes pro Well in eine 96-Well Lightcycler Platte pipettiert. AnschlieRend wurden pro
Well jeweils 1,5 pl des verdiinnten PCR-Ansatzes in die Platte gegeben. Die Platte wurde mit
einer adhasiven qPCR Folie versiegelt, gevortext und kurz in einer Tischzentrifuge (Perfect

Spin peqlab) zentrifugiert. Die Amplifikation und Messung erfolgte am LC480 (Tabelle 4).

Tabelle 4: PCR-Programm der 2. PCR fiir die scHRMCA

Temperatur Zeit Wiederholung Temperaturverédnderung Fluoreszenzmessung |
95 °C 10s 1Xx
95 °C 15s 4.4 °Cl/s
60 °C 30s 40x 2,2°Cls Einzelaufnahme
72 °C 30s
72 °C 3 min
40 °C 10s 1x 2,2°Cls
65 °C 10s 1Xx
95 °C 0,11 °C/s Kontinuierlich
40 °C 1s 1x 2,2°Cls
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Die Auswertung der Schmelzkurven erfolgte Uber die LC480 Software mit der Methode T,
Calling manuell fir jede Probe einzeln (Parameter: keine Kompensation, Filter 465 - 510, zwei
Maxima oder weniger, Format SYBR Green). Dabei wurde das Schmelzkurvenprofil jeder
Probe mit dem der Wildtypzellen verglichen und einer der folgenden Kategorien unterteilt: (i)
monoallelisch, (ii) biallelisch heterolog (Heteroduplex), (iii) biallelisch homolog (Homoduplex).
Ein Heteroduplex einer monoallelischen Editierung (CCR5WTndel) weist die gleiche
Schmelztemperatur (erstes Maximum) wie die Wildtypzellen auf, allerdings tritt ein
zusatzliches zweites (meist niedrigerem) Maximum auf. Biallelische Heteroduplexe (heterolog)
weisen ebenfalls ein zweites Maximum auf, jedoch ist die Schmelztemperatur des ersten
Maximums im Vergleich zum Wildtyp verschoben. Hingegen zeigen biallelische Homoduplexe
(homolog) nur ein Maximum, das sich von der Schmelztemperatur des Wildtyps unterscheidet.

Einzelzellablage 1. PCR Schmelzkurvenanalyse
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Abbildung 13: Darstellung der hochauflésenden Schmelzkurvenanalyse auf Einzelzellen. Zellen werden
einzeln in ein PCR-Gefall sortiert und lysiert. AnschlieRend erfolgt eine 1. PCR zur Amplifikation des zu
untersuchenden Genbereiches. Daraufhin wird ein Teil des PCR-Ansatzes fir eine 2. PCR mit SYBR Green im
Ansatz amplifiziert und eine Schmelzkurvenanalyse durchgefihrt. Aus den Daten der Schmelzkurvenanalyse Iasst
sich fir jeden der Ansatze die Schmelztemperatur (Tm) bestimmen. Die Schmelzkurventemperatur und das
Schmelzkurvenprofil sind je nach Lange des Amplikons, der Basenabfolge und der Anwesenheit von einem
weiteren Amplikon unterschiedlich. Heteroduplexe weisen ein zweites Maximum auf.

3.15 Einzelzellablage fur die scHRMCA

Fur die Einzelzellablage von T-Zellen fur die scHRMCA wurden TALEN-behandelte und
unbehandelte primare T-Zellen (mindestens) 8 Tage nach der Aktivierung geerntet, in ein
15 ml Falcon Reaktionsgefal® Uberfuhrt, jeweils mit 5 ml DPBS (Gibco) versetzt, zentrifugiert
(5 min bei 300x g und RT in der Zentrifuge Rotanta 460 R) und der Uberstand abgenommen.
AnschlieRend wurde die Zellen in 500 ul DPBS (Gibco) suspendiert. Danach erfolgte die
Einzelzellablage in eine vorbereitete 96-Well-PCR-Platte (10 yl Lysepuffer) am BD
FACSAria lll durch die Cytometry and Cell Sorting Core Unit des Universitatsklinikums

Hamburg-Eppendorf. Fir die Zellsortierung wurde nur das Vorwarts- (FSC) und
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Seitwartsstreulicht (SSC) verwendet. Die Zellpopulation wurde zuerst in einem Dotplot mit der
Flache des FSC und SSC ausgewahlt und anschlieRend nacheinander im FSC und danach
im SSC nach Hohe und Weite aufgetragen. Die Zellen in der Mitte dieser Population wurde
danach fir die Einzelzellablage ausgewahlt und daraus je 1 Zelle pro Well Gber eine 100 pm
Duse (engl. nozzle) in die Platte sortiert. In die Reihen 1 — 11 der Platte wurden die TALEN-
behandelten Zellen sortiert. In die letzte Reihe (12A - 12F) wurden die unbehandelten Zellen
gegeben. 2 Wells (12G und 12H) wurden als Negativkontrolle ausgelassen. Nach der
Einzelzellablage wurde die 96-Well-PCR-Platte sofort mit einer adhasive PCR Folie versiegelt,
in der Plattenzentrifuge (Perfect Spin peglab) zentrifugiert und wie im Abschnitt 3.14

beschrieben weiter behandelt.
3.16 Design von codonoptimierten Fok1-Varianten

Da nur wenige Restriktionsschnittstellen hinter dem offenen Leserahmen der CCR5-Uco-
TALEN in den Plasmiden pCCR5-Uco-TALEN L und pCCR5-Uco-TALEN R fiir eine
Klonierung zur Verfligung standen, wurde ebenfalls der Bereich hinter der Fok1-
Schneidedomane ausgetauscht und neue Restriktionsschnittstellen flir zuklnftige
Klonierungen eingefligt (Abbildung S5). Dariber hinaus wurde die bisher bei der IVT
verwendeten  Restriktionsschnittstelle  XmaJdl  ersetzt und gegen eine Hindlll
Restriktionsschnittstelle ausgetauscht. Die Sequenz der Fok1-Schneidedomane wurde nach
Doyon et al??” erstellt und mit Hilfe des GeneOptimizer von ThermoFisher Scientific
codonoptimiert. Um den Effekt der Codonoptimierung mit zu bertcksichtigen, wurde ebenfalls
eine codonoptimierte homodimere Fok1-Variante (WT) erstellt. Die 5 Fok1-Varianten wurden
Uber den GeneArt Service von ThermoFisher mit der entsprechenden Sequenz (Tabelle S11)
synthetisiert und wie in Abschnitt 3.17 beschrieben in die CCR5-Uco-TALEN kloniert.

3.17 Klonierung codonoptimierten Fok1-Varianten in die CCR5-Uco-TALEN

Die DNA-Sequenzen mit den Fok1-Varianten ELD und DAD wurden als Strings DNA-
Fragments bestellt und mit Hilfe des CloneJet PCR Cloning Kits nach Angaben des Herstellers
in einen pJet-Vektor kloniert. Passende Klone wurden durch einen Restriktionsverdau
(Enzyme Stul/Eco31l) mit anschlieRender Analyse auf einem Agarosegel identifiziert. Die
DNA-Sequenzen mit den Fok1-Varianten RVR, KKR und WT wurden als Genfragment im
pMA-Vektor bestellt. Die Klonierung der Fok1-Varianten in die pCCR5-Uco-TALEN Plasmide
erfolgte Uber die Restriktionsschnittstellen Eam1104l und Xhol. Dazu wurde die bendétigte
Xhol-Schnittstelle Uber eine Mutagenese (Abschnitt 3.13.2) in die pCCR5-Uco-TALEN-
Plasmide eingefiigt (Abbildung S6). Jede der 5 Fok1-Varianten (ELD, KKR, DAD, RVR, WT)
wurden in Plasmide beider CCR5-Uco-TALEN-Arme kloniert. Der detaillierte Ablauf der

Klonierung ist in Abbildung S7 beschrieben.
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3.18 Klonierung von pCCR5-Uco-hetTALENpoly(A)-KanR

Die Klonierung der Plasmide pCCR5-Uco-hetTALENpoly(A)-KanR L und R erfolgte nach dem
Schema in Abbildung S8. Daflr wurde die Ampicillinresistenz in den pCCR5-Uco-hetTALEN-
Plasmide (pCCRS5-Uco-TALEN(ELD) L und pCCR5-Uco-TALEN(KKR) R) gegen ein
Kanamycinresistenzgen (KanR), ausgetauscht. Anschlielend wurde der Poly(A)-Anhang aus
dem Vektor E977 hinter die CCR5-Uco-hetTALEN (pCCR5-Uco-TALEN(ELD) KanR L und
pCCR5-Uco-TALEN(KKR)_KanR R) kloniert (Abbildung S9). Die Inkubation der

transformierten Bakterienkulturen von Plasmiden mit der Poly(A)-Sequenz erfolgte bei 32 °C.
3.19 In vitro Transkription von mRNA

Vor der Transkription wurden die bendtigten DNA-Plasmide mit den bendétigten
Restriktionsenzymen fir 2 h bei 37 °C linearisiert (Abschnitt 3.9) und mittels des PCR
Purification Kits nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die Elution erfolgte in 30 pl
Nuklease-freiem Wasser. Die Konzentration der linearisierten und aufgereinigten Plasmide
wurde im Anschluss am Qubit 2.0 Fluorometer mit dem dsDNA BR Assay Kit nach Angaben
des Herstellers in den Qubit Assay Tubes gemessen. Pro Messung wurden 2 pl der
linearisierten Plasmid-DNA eingesetzt. Vor jeder Konzentrationsbestimmung der Proben
erfolgte die Messung des Standards #1 und #2 aus dem Kit. Die Restriktion der Plasmide
pJetGFP erfolgte mit Hindlll. Die Linearisierung der Plasmide pCCR5-Uco-TALEN L, pCCR5-
Uco-TALEN R, pCCR5-Uco-hetTALEN(ELD) L, pCCR5-Uco-hetTALEN(KKR) R erfolgte mit
XmaJl. Die Plasmide pCCR5-Uco-hetTALENpoly(A)-KanR L und pCCR5-Uco-
hetTALENpoly(A)-KanR R mit  integriertem  Poly(A)-Anhang wurden mit dem
Restriktionsenzym Lgul geschnitten. Die in vitro Transkription (IVT) erfolgte mit dem T7
mScript™ Standard mRNA Production System. Im Vorfeld wurden der Arbeitsplatz sowie alle
Pipetten mit RNase AWAY dekontaminiert. Der Schritt der RNA-Synthese erfolgte wie im
Herstellerprotokoll angegeben mit einer Inkubationszeit von 30 min bei 37 °C im Thermomixer
(comfort 1.5 ml) mit anschlieliender DNase | Behandlung. Die Aufreinigung der synthetisierten
RNA wurde anders als im Herstellerprotokoll fir die IVT angegeben mit Hilfe des RNeasy Mini
Kit nach Angaben des Herstellers mit dem Protokoll RNA Cleanup durchgefihrt (Ausgabe aus
Juni 2012). Der RLT-Puffer wurde ohne B-Mercaptoethanol verwendet. Die Elution der RNA
erfolgte mit 30 pl RNase-freiem Wasser nach einer Inkubationszeit von 5 min und
anschlielend mit weiteren 50 ul RNase-freiem Wasser. Fir die Messung der RNA-
Konzentration wurde 1 pl der synthetisierten RNA abgenommen und 1:50 mit Nuklease-freiem
Wasser verdinnt. Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte mit dem Qubit RNA HS
Assay Kit nach Herstellerprotokoll am Qubit 2.0 Fluorometer in Qubit Assay Tubes mit 2 ul der

verdinnten RNA. Vor der Konzentrationsbestimmung der Proben wurden immer die
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mitgelieferten Standards (#1 und #2) eingemessen. Das Anknlipfen der Cap-Struktur erfolgte
nach dem IVT-Herstellerprotokoll mit 60 ug der hergestellten RNA unter Verwendung der
ScriptCap 2'-O-Methyltransferase, zur Ausbildung einer Cap1-Struktur. Bei der Cap-Struktur
handelt es sich um eine 7-Methylguanosin-Gruppe am 5°-Ende von mRNA, die in
eukaryotischen Zellen fir die Translation bendtigt wird. Die Cap1-Struktur enthalt eine 2-O-
Methylierung an der ersten Base der mRNA. Die Polyadenylierung erfolgte enzymatisch, wie
im  IVT-Herstellerprotokoll  beschrieben, auller fir die Plasmide pCCR5-Uco-
hetTALENpoly(A) KanR L und pCCR5-Uco-hetTALENpoly(A) KanR R, da der Poly(A)-
Anhang bereits im Plasmid integriert war. Die Aufreinigung der synthetisierten mRNA erfolgte
anders als im IVT-Herstellerprotokoll angegeben mit Hilfe des RNeasy Mini Kit. Das Protokoll
fir RNA Cleanup wurde dafiir an das hohere Volumen der synthetisierten mRNA-Ansatze
angepasst. Das Volumen wurde im ersten Schritt des RNA Cleanup Protokolls auf 200 pl statt
100 pl mit RNase-freiem Wasser aufgefillt. Anschlielend wurde dem Ansatz 750 yl RLT
Puffer (statt 350 pl) zu gegeben. Der RLT-Puffer wurde ohne B-Mercaptoethanol verwendet.
Die Zugabe von 96 %igem Ethanol erfolgte mit 500 pl statt 250 pl. Die Elution erfolgte 3x mit
je 40 pl RNase-freiem Wasser nach jeweils 5 min Inkubationszeit. Fir die Messung der mRNA-
Konzentration wurde 1 pl der synthetisieten mRNA abgenommen und 1:10 mit Nuklease-
freiem Wasser verdinnt. Die Konzentrationsbestimmung der mRNA erfolgte mit dem Qubit
RNA HS Assay Kit nach Herstellerprotokoll am Qubit 2.0 Fluorometer in Qubit Assay Tubes
mit 2 yl der verdiinnten mRNA. Vor der Konzentrationsbestimmung der Proben erfolgte immer
die Messung der mitgelieferten Standards (#1 und #2). AnschlieRend wurde die mRNA in
RNase-freie 1,5 ml Reaktionsgefalte (aus dem RNeasy Mini Kit) aliquotiert und bei einer
Langzeitlagerung von > 1 Woche bei -80 °C gelagert, ansonsten erfolgte die Lagerung bei -
20 °C.

3.20 Isolation von primdren, humanen mononukledren Zellen

Humane, primare mononukleare Zellen des peripheren Blutes (peripheral blood mononuclear
cells, PBMCs) wurden aus Buffy Coats mittels Dichtegradientenzentrifugation gewonnen.
Buffy Coats entstehen als Nebenprodukt aus der Aufarbeitung von Vollblutspenden und
bestehen aus Leukozyten und Thrombozyten, sowie Plasma und nicht vollstandig entfernten
Erythrozyten. Die in dieser Arbeit verwendeten Buffy Coats wurden freundlicherweise vom
Institut fir Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf von gesunden
Blutspendern nach ihrem Einverstandnis bereitgestellt. Die gesamte Menge eines Buffy Coats
(ca. 60 - 65 ml) wurde in ein T75 Zellkulturgefald Gberfihrt und 1:2 mit DPBS (Gibco) versetzt.
AnschlieRend wurden jeweils bis zu 30 ml des verdinnten Buffy Coats vorsichtig auf 15 ml
Biocoll Separating Solution in insgesamt vier 50 ml Falcon Reaktionsgefaly geschichtet und

direkt im Anschluss bei 1000x g fur 30 min bei Raumtemperatur (RT) ohne Bremse in der
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Zentrifuge Rotanta 460 R zentrifugiert. Nach der Auftrennung wurde das Plasma von den vier
50 ml ReaktionsgefalRen abgenommen, in neue 50 ml Reaktionsgefale Uberfuhrt und far
spatere Weiterverarbeitung aufbewahrt. Die Interphase enthélt die PBMCs welche danach
vollstandig abgenommen und auf zwei neue 50 ml Falcon Reaktionsgefal aufgeteilt wurden.
Die PBMCs wurden dreimal mit je 30 ml DPBS (Gibco) gewaschen. Der Zentrifugationsschritt
erfolgte dabei in der Zentrifuge Rotanta 460 R mit 1200 rpm flr 10 min bei RT mit Bremse
(Stufe 9). Nach dem letzten Waschschritt wurden die PBMCs in 8 ml DPBS (Gibco)
suspendiert und mit einer Neubauerzahlkammer gezahlt (Abschnitt 3.26). Fur die Zellzihlung
wurde ein Aliquot der PBMCs abgenommen, 1:50 mit DPBS (Gibco) verdinnt und 1:2 mit
Trypanblau-Lésung gefarbt. In der Zwischenzeit wurde das Plasma bei 57 °C fir 30 min erhitzt.
AnschlieRend wurden die ausgefallenen Bestandteile bei 1000x g flr 10 min pelletiert. Das
abzentrifugierte Plasma wurde in mehreren Aliquots in 15 ml Falcon Reaktionsgefallen
aufgeteilt und bei -20 °C eingefroren. Die PBMCs wurden entweder direkt verwendet
(Abschnitt 3.21 und 3.24) oder kryokonserviert (Abschnitt 3.23).

3.21 Isolation von primaren, humanen CD4*- Zellen aus PBMCs

CD4*-Zellen wurden mit Hilfe von CD4 MicroBeads (Microbeads konjugiert mit monoklonalem,
anti-humanem CD4-Antikérper) aus PBMCs isoliert. Die Isolation erfolgte nach Angaben des
Herstellerprotokolls von Miltenyi Biotec mit LS MACS Separation Columns. Vor der Isolation
wurde die Zellsuspension durch ein 70 um Filter gegeben. Nach der Isolation wurden die CD4*-

Zellen in Kultur genommen (Abschnitt 3.24) oder kryokonserviert (Abschnitt 3.22).
3.22 Kryokonservierung von humanen Zellen

Die in dieser Arbeit verwendeten Zellen (PBMCs, CD4*-Zellen oder T-Zelllinien) wurden vor
dem Einfrieren mit Hilfe einer Neubauerzahlkammer gezahlt (Abschnitt 3.26), pelletiert (5 min
bei 300x g und RT in der Zentrifuge Rotanta 460 R) und der Uberstand entfernt. Die
Suspension erfolgte im entsprechenden Einfriermedium fur Zelllinien (Einfriermedium I) oder
primare Zellen (Einfriermedium II) mit einer Konzentration von 3x10°- 5x107 Zellen/ml. Die
Zellen wurden Uber Nacht in einem Mr. Frosty™ Gefrierbehalter bei -80 °C eingefroren und im

Anschluss in fliissigem Stickstoff flr die Langzeitlagerung Gberflhrt.
3.23 Auftauen von kryokonservierten humanen Zellen

Die eingefrorenen humanen Zellen wurden nach der Entnahme aus dem Stickstofftank sofort
in einem 37 °C warmen Wasserbad aufgetaut und anschlieRend in ein 30 ml Reaktionsgefaf}
Uberflihrt. Tropfenweise wurden 5 ml des zellspezifischen Mediums (RPMI bei T-Zelllinien und

TexMACS bei primaren Zellen) zugeben und die Zellsuspension im Anschluss bei 300x g fiir
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5 min bei RT (Rotanta 460 R) zentrifugiert. Das Medium wurde restlos abgenommen, um das
DMSO zu entfernen. Danach wurden die Zellen in 5 ml zellspezifischem Vollmedium
suspendiert, gezahlt (Abschnitt 3.26) und in Kultur genommen (Abschnitt 3.24 und 3.25).

3.24 Aktivierung und Kultivierung von primaren, humanen Zellen

Nach der Isolation (Abschnitt 3.19 und 3.21) oder dem Auftauen (Abschnitt 3.23) wurden die
primaren T-Zellen aktiviert, das heiflt zur Differenzierung und Proliferation angeregt. Die
Aktivierung der primaren T-Zellen erfolgte in dieser Arbeit mit humanem T Cell TransAct, eine
polymere Nanomatrix konjugiert mit humanisierten CD3- und CD28-Agonisten. Die PBMCs
wurden in einer Dichte von 2x10° Zellen/ml und die CD4*-T-Zellen in einer Dichte von
1x106 Zellen/ml im T-Zell Medium 1l oder Ill (beschrieben in Tabelle S12) in einer 6-Well-
Zellkulturplatte fir Suspensionszellen ausgesat. Fir die Aktivierung wurde den ausgesaten
Zellen das T Cell TransAct in einem Verhaltnis von 1:100 zum Medium (10 ul T Cell TransAct
pro Milliliter Medium) zugefligt. AnschlieRend wurden die ausgesaten Zellen fir 3 Tage bei
37 °C im Inkubator (Heraeus Heracell 150i CO2) gehalten. An Tag 3 nach T Cell TransAct
Zugabe (Aktivierung) erfolgte die Elektroration der primaren T-Zellen (Abschnitt 3.27). Ab dem
5. Tag nach Aktivierung wurden die T-Zellen in eine 12-Well-Platte Uberfihrt und alle 2 - 3

Tage mit frischem T-Zellmedium auf eine Zellkonzentration von etwa 1x108 Zellen/ml verdiinnt.
3.25 Kultivierung von T-Zelllinien

Nach dem Auftauen wurden die T-Zelllinien (PM1 und Jurkat J76) im T-Zell Medium | in einer
Konzentration von 1x108/ml in T25- (10 ml Zellsuspension) oder T75-Zellkulturflaschen (25 ml
Zellsuspension) fur Suspensionszellen tberflihrt und unter Standardbedingungen (37 °C, 5 %
CO2) im Inkubator (Heraeus Heracell 150i COZ2) bis zur Elektroporation (Abschnitt 3.27)
gehalten. Alle 2 - 3 Tage wurde 2/3 des Mediums gegen frisches ausgetauscht. 2 Tage nach
der Elektroporation wurden die Zellen aus der 24-Well-Platte in eine 12-Well-Platte tberfihrt.

3.26 Zellzahlbestimmung mittels Neubauerzahlkammer

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit einer Neubauerzédhlkammer. Vor jeder Zahlung
wurden die Neubauerzahlkammer und das verwendete Deckglaschen mit Ethanol gereinigt.
Das Deckglaschen wurde befeuchtet und auf die Neubauerzahlkammer Uber die Zahlgitter
geschoben. Fir alle Zellzahlungen wurde ein Aliquot der Zellen abgenommen und 1:2 mit einer
0,4 % Trypanblau-Lésung versetzt, um zwischen lebenden und toten Zellen unterscheiden zu
kénnen. Tote Zellen werden durch Trypanblau angefarbt und erscheinen unter dem Mikroskop
blau. 10 pl der gefarbten Zellsuspension wurden an den Rand des Deckglaschens pipettiert.

Die Zellzahlung wurde mit der beflllten Neubauerzahlkammer an einem Lichtmikroskop
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(CKX41) in einer 10fachen VergroRerung durchfiihrt. In dieser Arbeit wurden pro zu
zahlendem Ansatz 4 Groliquadrate ausgezahlt. Zellen, die auf dem Rand der Gro3quadrate
(dreifache Linie) lagen wurden nur flr 2 der 4 Rander mitgezahlt. Bei sehr hohen Zellzahlen,
mit Uber 120 Zellen pro GroRquartrat, wurde die Zellzdhlung mit einer verdinnten
Zellsuspension gefarbt mit Trypanblau (Verdinnung erfolgte mit Medium oder DPBS von
Serana) wiederholt. Da das Zahlgitter mit dem Deckglaschen ein definiertes Kammervolumen
hat, kann daraus die Konzentration Zellzahl pro Volumeneinheit berechnet werden. In dieser
Arbeit wurde folgende Formel fir die Berechnung der Zellzahl pro Milliliter in der

ursprunglichen Zellkultur verwendet (Formel 3):

Formel 3: Zellzdhlung

Gesamtzellzahl der 4 GroRquartrate + 4 X Verdiinnungsfaktor X 10* = Zellen/Milliliter

3.27 Elektroporation von T-Zellen mit mRNA

Zu Beginn wurde fir jede Elektroporation 1 ml des zellspezifischen Mediums in eine 24-Well-
Zellkulturplatte vorgelegt. Alle verwendeten mRNAs wurden auf Eis gehalten. Die fur die
Elektroporation vorgesehen T-Zellen wurden in ein 30 ml Reaktionsgefald Uberfihrt,
zentrifugiert (5 min bei 300x g und RT in der Zentrifuge Rotanta 460 R), das Medium restlos
abgenommen und die T-Zellen in 5 ml Opti-MEM | Medium suspendiert. AnschlieRend wurden
die T-Zellen gezahlt (Abschnitt 3.26), erneut zentrifugiert (5 min bei 300x g und RT in der
Zentrifuge Rotanta 460 R) und das Opti-MEM | Medium restlos abgenommen. Die T-Zellen
wurden mit einer Konzentration von 2,0x10% Zellen/600 ul fir primare T-Zellen und
1,5x108 Zellen/600 pl fir T-Zelllinien in Opti-MEM | Medium suspendiert. Die Elektroporationen
im kleinen Labormalstab erfolgten am Elektroporator, GenePulser Xcell Total System mit 4
mm  Elektroporationskivetten. In  Abhangigkeit vom Experiment wurden 300 pl
beziehungsweise 600 ul der Zellsuspension (also 1x108 oder 2x10°¢ Zellen) in eine Kivette
vorgelegt, die mMRNAs (TALEN und/oder GFP) zugegeben und der Ansatz durch mehrmaliges
Antippen der Kivette durchmischt. Die geflillte Kiivette wurde in den Elektroporator gestellt
und mit folgenden Parametern elektroporiert'®32%7: PM1 = 350 V, 3 x square-wave Pulse fir
jeweils 5 ms mit 0,1 ms Pause zwischen den Pulsen; Jurkat = 300 V, 1 x square-wave Puls fur
20 ms; primare T-Zellen = 300 V, 1 x square-wave Puls fur 10 ms. AnschlieRend wurde die
elektroporierte Zellsuspension mittels einer 200 ul Pipette aus der Kivette in die vorbereitete
24-Well-Zellkulturplatte tberflhrt und die Platte fir 24 h bei 32 °C und 5 % COz im Inkubator
(Heraeus Heracell 150i CO2) inkubiert. Die Zugabe der GFP-mRNA erfolgte, wenn angegeben
(Tabelle S12), als Kontrolle der Elektroporation. Innerhalb von 24 h nach der Elektroporation
wurden die entsprechenden Proben auf ihre GFP-Expression hin am Durchflusszytometer
untersucht (Abschnitt 3.28). Es wurden nur Proben zur weiteren Analyse verwendet bei denen

mehr als 80 % der Zellen GFP positiv waren (Daten werden nicht gezeigt).
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3.28 Durchflusszytometrie am BD FACS Canto Il

Um eine erfolgreiche mRNA-Elektroporation schnell und einfach bestimmen zu kdnnen,
wurden in einigen Experimenten die verwendeten T-Zellen zusatzlich mit GFP-mRNA
elektroporiert. Zur Uberpriifung der GFP-Expression wurde 18 h-24h nach der
Elektroporation 200 pl - 350 yl der Zellsuspension abgenommen, in ein 5 ml Roéhrchen
Uberflhrt und mit 2 ml DPBS (Serana) versetzt. AnschlieRend wurden die Proben 5 min bei
300x g und RT in der Zentrifuge Rotanta 460 R zentrifugiert, der Uberstand abgegossen, die
Zellen in 100 yl DPBS (Serana) suspendiert und 5s gevortext. Die Messung der GFP-
Expression erfolgte am BD FACS Canto Il mit dem Vorwartsstreulicht, Seitwartsstreulicht und
dem 488 nm Laser unter folgenden Einstellungen: Photodiode E, Langpassfilter = 502,
Bandpassfilter = 530/30. Es wurde keine Kompensation fiir diese Messung durchgefihrt. Die
Auswertung erfolgte nach den Angaben in Abbildung S10. Das Gate fiur die GFP-positive

Zellpopulation wurde anhand von negativen Kontrollzellen eingestellt.
3.29 Farbung von Zellen fiir die Messung am MACSQuant

Die Farbung der Zellen fiir die Durchflusszytometrie am MACSQuant erfolgte im MACS-Puffer
fir 10 min bei RT im Dunkeln. Fur die Farbung der Zellen direkt aus dem Buffy Coat wurde
100 pl der Zellsuspension abgenommen, in ein 2 ml Reaktionsgefal® Gberflihrt und in einem
Endvolumen von 200 pl mit 90 pl Antikoérpermix plus 10 yl 7AAD-LOsung gefarbt. Zur Lyse der
roten Blutzellen wurde dem Ansatz 1800 pl Erylysepuffer zugegeben und die Zellen 10 min
bei RT im Dunkeln inkubiert. Bei der Farbung von separierten CD4*-Zellen wurden 30 pl der
Zellsuspension abgenommen und in einem Endvolumen von 100 pyl mit 45 pul des
Antikérpermixes plus 10 yl 7AAD-L6sung gefarbt. Das Immunzellrepertoire wurde mit
folgenden Antikdrpermix bestimmt: CD45-Vioblue, CD3-FITC, CD4-Viogreen, CD16-PE,
CD56-PE, CD14-APC, CD19-PEVio770, CD8-APCVio770. Die T-Zell-Populationen wurde
anhand folgender Antikdrper analysiert: CD197-Vioblue, CD4-Viogreen, CD3-FITC, CD95-PE,
CD62L-APC, CD45R0-PEVio770, CD8-APCVio770. Jeder Antikdrper wurde in einer
Endkonzentration von 1:50 eingesetzt. Die Zellen wurden nach der Farbung direkt am
MACSQuant gemessen (Abschnitt  3.30)

3.30 Durchflusszytometrie am MACSQuant

Der MACSQuant wurde 30 min vor der Messung angeschaltet, um den 488 nm Laser auf
mindestens 37,5 °C aufwarmen zu lassen. Die Kalibrierung des MACSQuant erfolgte
wochentlich mit den MACSQuant Calibration Beads nach Angaben des Herstellers. Die
Kompensation fiir einen 8-farbigen Antikérpermix erfolgte mit Zellen oder mit Hilfe des MACS
Comp Bead Kit, Anti-REA nach Angaben des Herstellers. Daflir wurden die Zellen oder MACS
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Comp Bead einzeln mit einem Antikérper jedes Fluoreszenzfarbstoffes fir 10 min bei RT im
Dunkeln gefarbt und anschlieBend am MACSQuant im MultiColor Express Mode nach den
Instruktionen des Gerates gemessen. Die Berechnung der Kompensationsmatrix erfolgte
automatisch durch die MACSQuant Software. Der Schwellenwert ( Trigger) wurde basierend
auf dem Vorwartsstreulicht (FSC) eingestellt. Die Kompensation wurde mit den weiteren
Instrumenteinstellungen gespeichert und fir die Messung der gefarbten Zellen ins Experiment
geladen. Die Analysevorlage wurde zuvor handisch erstellt und ebenfalls vor der Messung ins
Experiment geladen. Pro Messung wurden 50 ul beziehungsweise 100 pl der Zellsuspension
gemessen abhangig von der Zelldichte. Jede Probe wurde direkt vor der Messung gevortext.
Die automatische Mischung der Probe vom MACSQuant wurde ausgestellt. Die Ergebnisse

der Durchflusszytometrie wurden mit der Software FlowJo analysiert.
3.31 Vorbereitungen fiir den Prozess am CliniMACS Prodigy

Einen Tag vor dem Start des automatischen Elektroporationsprozesses (T Cell Engineering,
TCE) wurden der erforderlichen Puffer, die Antikérpermixe und das Medium angesetzt. Alle
Arbeiten erfolgten unter einer sterilen Werkbank. Aus dem CIliniMACS PBS/EDTA Buffer
(Beutel) wurde mittels einer 50 ml Spritze Uber eine stumpfe Sicherheitskanile (Zugang mit
rotem Gummi) 75 ml Puffer entnommen und anschliefend 75 ml humanes Albumin 20%
zugefugt. Der supplementierte CliniMACS PBS/EDTA Puffer wurde Uber Nacht bei RT
gelagert. Fur das Kulturmedium wurde das TexMACS GMP Medium mit humanem Serum von
Sigma-Aldrich, sowie Interleukin-7 (IL-7) und Interleukin-15 (IL-15) versetzt. Dafur wurden aus
dem TexMACS GMP Medium Beutel mit einer 50 ml Spritze Gber den Luer-Lock etwa 62 ml
des Mediums abgenommen. Jeweils 1 ml davon wurde verwendet, um die lyophilisierten
Interleukine zu l6sen. Die geldsten Interleukin wurden Uber den Luer-Lock in das Medium
gegeben und die Spritze zweimal mit Medium aus dem Beutel gespilt. Im Anschluss wurden
60 ml humanes Serum mit einer 50 ml Spritze tGber den Luer-Lock in den Beutel gegeben. Das
supplementierte TexMACS GMP Medium wurde Uber Nacht im Kuhilschrank bei 4 °C
aufbewahrt. Die Antikbrpermixe wurden wie in Abschnitt 3.29 beschrieben ohne Zugabe von
7-AAD fir Farbeansatze von 100 pl angesetzt und bis zur Nutzung im Kihlschrank gelagert.
Die Zugabe von 7-AAD zum Antikérpermix erfolgte direkt vor der Farbung. Die Buffy Coats
(BCs) fur die TCE Prozesse wurden am Vortag aus der Transfusionsmedizin des
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf abgeholt und Gber Nacht im Dunkeln auf einem
Plattenschittler auf niedrigster Stufe geschittelt. Am nachsten Tag wurde an einen der
Schlauche des BCs mit dem TSCD-II ein Single Sampling Adapter steril angeschweil3t, die
Flissigkeit in dem Schlauch restlos in den Blutbeutel gedriickt, der Blutbeutel vorsichtig
durchmischt und etwa 1 ml des BC fir eine initiale Qualitatskontrolle abgenommen.

AnschlieBend wurde der geflllte Single Sampling Adapter Blutbeutel abgeschweifl3t und die
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Probe wie in den Abschnitten 3.29 und 3.30 beschrieben analysiert. Der BC wurde vor
Verwendung am CIliniMACS Prodigy gewogen (KB 2400 - 2N) und das Gewicht notiert.

3.32 Installation des Tubing Sets fiir den TCE am CliniMACS Prodigy

Die Produktion von CCR5-editierten CD4*-T-Zellen im grol’en Malstab erfolgte mit Hilfe des
automatisierten TCE Prozesses am CIliniMACS Prodigy mit Elektroporationseinheit
abgesichert durch eine unterbrechungsfreie  Stromversorgung (USV, KR2000)
(Abbildung S11). Die Installation der Schlauchsysteme (Tubing Sets) und erforderlichen
Reagenzien erfolgte unter Anleitung der CIliniMACS Prodigy Software und zusatzlichen
Angaben des Herstellers. Hier werden kurz die wichtigsten Schritte zusammengefasst. Nach
dem Start des Gerates wurde das Programm T Cell Engineering Process, der Prozessfall 1
(Full process with electroporation) und ein Reagenz (vial) flr die Separation ausgewahilt.
Dadurch erfolgte die Inkubation des CliniMACS CD4 Reagent mit den Zellen fir 15 min bei
4 °C. Lauf 1 erfolgte mit der T Cell Engineering Process beta-Version V0.7.0.1, wahrend die
Laufe 2 - 4 mit der Version V0.6.2 im eigenen Labor durchgefiihrt wurden. Das CliniMACS
Prodigy Tubing Set TS 520 wurde durch steriles Schwei3en (TSCD-II) mit dem CliniMACS
Prodigy EP-2 verbunden und danach am CliniMACS Prodigy eingelegt. Nach der Installation
erfolgten drei Integritéatstests zur Uberpriifung der Schlauchsysteme (Integrity Test upper part,
Integrity Test lower part, Integrity Test EP2). Der supplementierte TexMACS GMP Medium-
Beutel wurde an den Schlauch von Ventil 3 (valve 3) mit dem TSCD-II steril angeschweif3t und
anschlieRend mit Alufolie lichtdicht abgedeckt. Der supplementierte CliniMACS PBS/EDTA
Buffer wurde am Anschluss tber den Zugang mit dem grauen Gummi mit dem Spike (Stachel-
formiger Anschluss) von Ventil 1 verbunden. Falls notwendig wurde die Verbindung mit
Parafim M umwickelt, um sie luftdicht abzuschlieRen. Anschliefend wurde das

Schlauchsystem mit dem supplementierten CliniMACS PBS/EDTA Buffer gespult (Priming).
3.33 TCE Prozess am CliniMACS Prodigy

Nach erfolgreichem Priming wurde der getestete BC steril an den Schlauch Uber dem
Applikationsbeutel angeschweilt und in den Applikationsbeutel Gberflhrt. Der leere BC Beutel
wurde abgeschweil’t und gewogen. Die Gesamtzellzahl, Frequenz CD4*-Zellen (Abschnitt
3.30) und Volumen des Zellproduktes (berechnet aus dem Gewicht des BC-Beutels) wurde
nach Abfrage ins System eingegeben. Anschliefend wurde das CliniMACS CD4 Reagent tber
Ventil 2 angeschlossen und die Separation gestartet. Die Inkubation und Zentrifugation
erfolgten in der Kammer innerhalb der CentriCult-Unit. Nach der Separation wurde (ber einen
QC-Beutel eine Probe der Zellen abgenommen und erneut mit dem Antikérpermix fir das
Immunrepertoire analysiert. Die am MACSQuant ermittelte Zellkonzentration wurde nach

Abfrage ins System eingegeben. Der Start der Kultur erfolgte, wenn nicht anders angegeben,
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mit 2,0x108 Zellen in 70 ml supplementiertes TexXMACS GMP Medium bei 37 °C und 5 % CO,.
Da diese Softwareversion noch keine Temperaturkalibrierung enthielt und somit den
eingegeben Wert nicht automatisch korrigierte, wurde die Temperatur flr die Kultur manuell
auf 39 °C gesetzt. Das MACS GMP T Cell TransAct wurde Uber Ventil 4 angeschlossen und
der Kultur automatisch zugegeben. Alle nicht mehr benétigten Beutel und Teile des Tubing
Sets wurden nach Herstellerinstruktionen entfernt. Die Aktivitatsmatrix wurde gemag Tabelle
S16 programmiert. Der Schittler 2 (shaker typ 2) wurde, wenn nicht anders angegeben, beim
Kulturstart aktiviert und am 3. Tag im Prozess vor der Elektroporation deaktiviert. An Tag 1 im
Prozess wurde der Zellkultur 30 ml supplementiertes TexMACS GMP Medium zugefiigt. Die
Elektroporation erfolgte an Prozesstag 3. Fir die Elektroporation wurden 10 ml des CliniMACS
Electroporation Buffer unter einer sterilen Werkbank Uber den Luer-Lock mit einer 30 ml
Spritze entnommen. 5 ml des Puffers wurden mit einer 10 ml Spritze in den Nucleic Acid Bag
Uber den Sterilfilter gegeben. AnschlieRend wurde der CliniMACS Electroporation Buffer steril
an Ventil 5 angeschweilt. Anschlieflend erfolgten das Priming des CliniMACS Prodigy EP2
und die Kalibration der Klvette sowie mehrere Testelektroporationen mit den 5 ml Puffer aus
dem Nucleic Acid Bag. Die Zellen wurden in 20 ml CliniMACS Electroporation Buffer
umgepuffert und Uber Bag 1 in den Bag 2 gepumpt. Die CCR5-Uco-hetTALEN-poly(A) L und
R mRNA wurde nach den Mengen aus Tabelle S17 in 5 ml CliniMACS Electroporation Buffer
verdunnt und Uber den Sterilfilter in den Nucleic Acid Bag injiziert. Die initiale mMRNA-Menge
berechnete sich aus der durchgefuhrten Titration der CCR5-Uco-hetTALENploy(A) mRNA von
BioNTech fiir 2x10® Zellen plus 20 % Uberschuss. In der Kammer wurden 116 ml
supplementiertes TexMACS GMP Medium vorgelegt. Die Elektroporation erfolgte automatisch
nach den in Tabelle S18 angegebenen Parametern in mehreren Schritten. Nach jeder Fllung
der Kivette mit Zellen und mRNA, wurden diese elektroporiert und zuriick in die Kammer
gepumpt. Nach der Elektroporation wurden die Zellen fiir 24 h bei 32 °C (Eingabe: 33 °C)
ohne Schittler gehalten. Etwa 17 h nach Elektroporation wurde die Kultur mit
supplementiertem TexMACS GMP gewaschen (culture wash, 1 cycle). An Tag 4 im Prozess
wurde der Schittler 2 und an Tag 5 der Schittler 3 (auRer im Lauf 4) aktiviert. Bis zur Ernte
wurde das TexMACS GMP Medium der T-Zellkultur taglich automatisch ersetzt. Wahrend des
Prozesses wurde der supplementierte TexMACS GMP Medium Beutel einmal gemal dem
Hersteller ausgetauscht. Bei Bedarf wurde der Abfallbeutel (waste bag) ebenfalls nach den
Herstellerangaben gegen einen Transfer Bag 1000 gewechselt. Zu Analysezwecken wurden
wahrend des Prozesses Proben nach Herstellerangaben Uber die QC-Beutel enthommen,
dazu wurde ein zusatzlicher neuer Triple Sampling Adapter steril an das Tubing Set

geschweil3t.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der CCR5-Uco-TALEN Aktivitat

Der erste Teil der Arbeit widmet sich einer genauen Charakterisierung der zuvor im Labor
etablierten CCR5-Uco-TALEN.

4.1.1 Die CCR5-Uco-TALEN zeigte einen starken Dosiseffekt am Off-Target CCR2

Die im Rahmen der Vorarbeiten durchgeflihnrten Experimente zeigten eine Erhdhung der
CCRb5-Editierung mit steigender mMRNA-Menge. Der Dosiseffekt sollte daher nochmal genauer
analysiert und zugleich die Auswirkungen auf die CCR2 Off-Target-Aktivitat untersucht
werden. Daher wurden PM1-Zellen und humane, primare T-Zellen mit steigenden CCR5-Uco-
TALEN mRNA-Konzentrationen elektroporiert. Pro Ansatz wurden 1,5x108 PM1-Zellen mit der
angegebenen CCR5-Uco-TALEN mRNA-Menge pro Arm (1 ug, 2,5 ug, 5 ug, 10 ug und 20 ug)
elektroporiert. Fir die Elektroporation der primaren Zellen wurden PBMCs aus Buffy Coats
isoliert. Nach der Aktivierung der T-Zellen fiir 3 Tage erfolgte die Elektroporation von je 2x10°
Zellen mit den angegebenen Mengen an CCRS5-Uco-TALEN mRNA pro Arm (1 pg, 2,5 pg,
5 g, 7,5 yug, 10 ug und 20 pg). 5 Tage nach der Elektroporation wurden die Zellen fur die
gDNA-Isolation geerntet und die Geneditierung an den Loci CCR5 und CCR2 mittels GEF-
dPCR analysiert. Wie in Abbildung 14A + 14B gezeigt, ist die Geneditierungsrate beider Loci
abhangig von der verwendeten mRNA-Dosis. Die Rate der CCR2- und CCRb5-Editierung in
primaren Zellen ist geringer als in den PM1-Zellen. In beiden Zelltypen erreichte die CCRS5-
Editierung bei einer mRNA-Menge von 5 pg pro TALEN-Arm ein Plateau, wahrend die
Geneditierung des CCR2-Lokus weiter linear stieg. Demnach ist eine genaue Dosierung der
CCRS5-Uco-TALEN mRNA essenziell, um eine moglichst hohe Indelrate am On-Target CCRS,
bei gleichzeitig moéglichst niedriger CCR2 Off-Target-Rate zu erreichen.
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Abbildung 14: CCR5-Uco-TALEN mRNA zeigte deutliche Dosiseffekte fiir die CCR5- und CCR2-Loci. (A)

Geneditierung am CCR5- (Kreis, blau) und CCR2-Lokus (Quadrat, grau) aus GEF-dPCR-Daten fir PM1-Zellen

nach CCR5-Uco-TALEN-Behandlung mit unterschiedlichen mRNA-Mengen. n=3. (B) Geneditierung am CCRS5-

(Kreis, blau) und CCR2-Lokus (Quadrat, grau) aus GEF-dPCR-Daten fur primare T-Zellen nach CCR5-Uco-TALEN-

Behandlung mit unterschiedlichen mRNA-Mengen. n=3. Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen (SD) an.
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4.1.2 Biallelische CCR5-Editierung bei TALEN-behandelten T-Zellen

Die Herstellung CCR5-negativer und so mit HIV-resistenter CD4*-T-Zellen setzt in der Regel
voraus, dass die Geneditierung am CCR5-Lokus an beiden Allelen stattfindet. Um
herauszufinden, ob die Aktivitdt der CCR5-Uco-TALEN zur Genveranderung beider Allele
fuhrt, wurde ein Protokoll fir die hochauflosende Schmelzkurvenanalyse (scHRMCA) am
CCRS5-Lokus auf Einzelzellen entwickelt. Mit dieser Methode kann eine monoallelische (ein
Allel betreffend) oder biallelische (zwei Allele betreffend) Geneditierung ermittelt werden, da
bereits kleinste Anderungen der Amplikonsequenz zu einer Verdnderung der
Schmelztemperatur und des Schmelzkurvenprofils flihren.2%8-260 F{ir dieses Experiment
wurden aus Buffy Coats isolierte PBMCs aktiviert und im T-Zell Medium Il kultiviert. Die
Elektroporation erfolgte mit 5 yg CCR5-Uco-TALEN mRNA pro 1x10® Zellen. Die scHRMCA
am CCRb5-Lokus erfolgte fir insgesamt 315 Einzelzellen aus 3 unabhangigen
Elektroporationen von primaren menschlichen T-Zellen mit beiden Armen der CCR5-Uco-
TALEN. Die Schmelztemperatur und -kurven der TALEN-behandelten Zellen wurden mit
denen von unbehandelten (Wildtyp) Zellen verglichen. Insgesamt zeigten 139 (44 %) der
analysierten Zellen ein dem der Wildtypzellen entsprechendes Schmelzkurvenprofil, wahrend
50 (16 %) Zellen ein Schmelzkurvenprofil fir eine monoallelische Geneditierung (CCR5WT/Indel)
und 126 (40 %) eine Schmelztemperatur und -kurve einer biallelischen Geneditierung
(CCRS5/ndeliindel) zajgten (Abbildung 15A). Insgesamt wiesen demnach 72 % der editierten Zellen
eine biallelische CCR5-Editierung auf. Die biallelischen Schmelzkurvenprofile wurden weiter
daraufhin untersucht, ob die editierten Allele identisch (homolog, Bildung eines Homoduplex)
oder unterschiedlich (heterolog, Bildung eines Heteroduplex) Sequenzen aufwiesen — in der
Mehrzahl der editierten Zellen war die Mutation im CCR5-Gen in beiden Allelen gleich
(Abbildung 15B). Aus diesen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass die CCR5-Uco-
TALEN in den meisten transfizierten Zellen zu einer biallelischen Geneditierung am CCR5-

Lokus und somit vermutlich zu HIV-resistenten T-Zellen fihrt.

A B

B WT
[ monoallelisch
@ biallelisch

@ monoallelisch
[ heterolog biallelisch
I homolog biallelisch

Total=315 Total=176

Abbildung 15: Die Mehrheit der modifizierten Zellen wies eine biallelische Geneditierung am CCR5-Lokus
auf. scHRMCA-Daten fir 315 Zellen aus CCR5-Uco-TALEN behandelten Proben (A) Anteil der Zellen mit
monoallelischem, biallelischem und dem Wildtyp entsprechenden (WT) Schmelzkurvenprofil. (B) Anteil an
monoallelischen, heterolog biallelischen und homolog biallelischen Schmelzkurvenprofilen.
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4.1.3 Die CCR5-Uco-TALEN wies Off-Target Aktivitat an mindestens 3 Genloci auf

Die Nutzung von Designernukleasen, vor allem im Bereich der klinischen Anwendung, setzt
eine grundliche Evaluierung potenzieller Risiken voraus, insbesondere der Off-Target-Aktivitat
(siehe Abschnitt 1.3.2). Die Suche nach potenziellen Off-Targets flir CCR5-Uco-TALEN
erfolgte in silico mit den zwei webbasierten Programmen PROGNOS und Paired Target
Finder, welche homologe Sequenzen identifizieren. Aus den Ergebnissen wurden die 10 am
haufigsten vorkommenden Off-Targets innerhalb der ersten 10 Range in jeder Liste
ausgewahlt, wobei insbesondere ein mdglicher Einfluss in T- und/oder hamatopoetischen
Stammzellen berlicksichtigt wurde. Die 10 ausgewahlten potenziellen Off-Targets (CCR?2,
MUC16, VWAS, KIRELL, GPCS5, IQSEC2, BRS3, LDOC1, RAPGEF2, SEMA3C), sowie der
CCR5-Lokus, wurden anschliefend in CCR5-Uco-TALEN-behandelten Proben mittels
Amplikon Next Generation Sequencing (ampNGS) durch die Firma Microsynth AG untersucht.
Alle erhaltenden Sequenzen (Reads) wurden auf Indels im Bereich der CCR5-Uco-TALEN-
Bindestelle hin analysiert. Alle Reads mit Indels in diesem Bereich wurden als editiert
eingestuft. Samtliche Indels aufllerhalb der CCR5-Uco-TALEN-Bindestelle oder Reads, die
keine Geneditierungen zeigten, wurden als Wildtyp (WT) gezahlt. Es wurden insgesamt 10
Proben (8 Proben behandelt mit beiden TALEN Armen und 2 Proben nur mit der linken TALEN
behandelt) analysiert. Die Tiefe der Sequenzierung variierte von > 4.000 bis zu 65.000 Reads
je nach Probe und Target (Abbildung S12). Es wurde kein Hinweis auf CCR5-Uco-TALEN
Aktivitat in 5 der 10 moglichen Off-Targets gefunden (SEMA3C, KIRELL, MUC16, BRS3,
IQSEC?2) (Abbildung 16). Wie erwartet zeigte der CCR5-Lokus eine hohe Rate an editierten
Reads in den Proben, die mit beiden CCR5-Uco-TALEN Armen behandelt wurden. Es wurde
keine CCR5-Geneditierung in Proben gefunden, die nur mit der linken TALEN behandelt
wurden (Abbildung 17A). Das mogliche Off-Target CCR2 wiederum zeigte signifikant erhdhte
Indelfrequenzen im Bereich der CCR5-Uco-TALEN Bindestelle von 1,1 % - 4,8 % in allen
damit behandelten Proben (Abbildung 17B). Die beiden Off-Targets GPC5 und RAPGEF2
zeigten ebenfalls signifikant erhdhte, wenn auch sehr niedrige Indelraten in 5 (GPC)
beziehungsweise 3 (RAPGEF2) der 8 mit CCR5-Uco-TALEN behandelten Proben
(Abbildung 17C+D). Fur die Off-Targets LDOCT und VWAS8 wiesen die Mittelwerte der
Indelraten keinen signifikanten Unterschied zwischen den beiden getesteten Probengruppen
auf (Abbildung 17E+F). Allerdings zeigte jeweils eine Probe einzelne Reads mit groReren
Indels (>4 Basenpaare) im Bereich der CCR5-Uco-TALEN Bindestelle, wie sie auch in den
anderen Off-Targets (GPC5, CCR2, RAPGEF2) zu finden waren (Abbildung 18).
Zusammengefasst zeigten 3 der 10 analysierten Off-Targets (GPC5, CCR2, RAPGEF?2) eine,
wenn auch geringe, CCR5-Uco-TALEN Aktivitat. Bei 2 weiteren Loci (LDOC1 und VWAS)
konnte eine Off-Target-Aktivitat der CCR5-Uco-TALEN mdglich sein.
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Abbildung 16: ampNGS-Daten zeigten keine CCR5-Uco-TALEN-Aktivitdt in 5 der 10 analysierten Off-
Targets. Anteil an Indel-Reads im Vergleich zur Gesamtanzahl an Reads flir 2 Proben nur mit der linken CCR5-
Uco-TALEN (TLN L, Kreise) behandelt und 8 Proben mit linker und rechter CCR5-Uco-TALEN (TLN L+R, Dreiecke)
behandelt. Die schwarze Linie zeigt den Mittelwert der Proben an. Fiur UBXN10 konnte kein P-Wert bestimmt
werden, da alle Werte bei Null lagen. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Welch'’s t-Test. ns p>0,1234.
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Abbildung 17: Nachweis einer CCR5-Uco-TALEN-Aktivitit fiir die Loci CCR5, CCR2, GPC5 und RAPGEF2
per ampNGS. Anteil an Indel-Reads im Vergleich zur Gesamtanzahl an Reads fiir 2 Proben behandelt nur mit der
linken CCR5-Uco-TALEN (TLN L, Kreise) und 8 Proben behandelt mit linker und rechter CCR5-Uco-TALEN (TLN
L+R, Dreiecke). Die schwarze Linie zeigt den Mittelwert der Proben an. Die statistische Auswertung erfolgte mit
dem Welch’s t-Test. ns p>0,1234. * p<0,0332. *** p<0,0002.
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Abbildung 18: ampNGS-Daten zeigten unterschiedliche Indellangen fiir CCR2, GPC5, RAPGEF2, LDOC1
und VWAS8 in den einzelnen Proben auf. ampNGS-Daten aller analysierten Proben (2 Proben behandelt nur mit
der linken CCR5-Uco-TALEN (L) und 8 Proben behandelt mit linker und rechter CCR5-Uco-TALEN (L+R))
dargestellt in einer Heatmap mit der Anzahl an Reads fiur jede Indelldnge zwischen 2 - 22 bp fiur die Off-Targets
CCR2, GPC5, RAPGEF2, LDOC1 und VWAS.

4.2 Optimierung der CCR5-Uco-TALEN fiir klinische Anwendungen

Im folgenden Teil der Arbeit sollte die oben beschrieben CCR5-Uco-TALEN fur die Anwendung
in der Klinik optimiert werden, um die héchstmogliche Effizienz und Sicherheit mit einfacher

Anwendung zu verbinden.
4.2.1 Heterodimere CCR5-Uco-TALEN verringerte die Anzahl potenzieller Off-Targets

Die Untersuchung potenzieller Off-Targets hatte eine mogliche CCR5-Uco-TALEN Aktivitat an
5 der 10 analysierten Bereiche gezeigt (siehe oben). Bei einer genaueren Analyse der in silico-

Vorhersagen mdoglicher Off-Targets zeigte sich, dass die meisten, potenziellen Off-Targets
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durch die benachbarte Bindung zweier gleicher (rechter) CCR5-Uco-TALEN Arme
hervorgerufen werden. Um solche Homodimerisierungen zu verhindern und so die Anzahl
potenzieller Off-Targets zu verringern, zielten die weiteren Arbeiten darauf ab, die bisher
genutzte homodimere Fok1-Schneidedomane gegen eine obligat heterodimere Variante
auszutauschen. Daflir wurden zwei von Doyon et al??” beschriebene obligat heterodimere
Varianten der Fok1-Schneidedoméne (ELD/KKR und RVR/DAD) ausgewahlt und anstelle der
urspringlichen Fok1 in die CCR5-Uco-TALEN-Sequenz eingefliigt. Da nur wenige
Restriktionsschnittstellen hinter dem offenen Leserahmen der CCR5-Uco-TALEN in den
Plasmiden pCCR5-Uco-TALEN L und pCCR5-Uco-TALEN R fir eine Klonierung zur
Verfigung standen, wurde ebenfalls der 3‘-Bereich der Fok1-Schneidedomane ausgetauscht
und neue Restriktionsschnittstellen fir zukinftige Klonierungen eingefligt. Zugleich wurde die
Sequenz der Fok1-Schneidedomane codonoptimiert. Um den Effekt der Codonoptimierung zu
evaluieren, wurde ebenfalls eine codonoptimierte homodimere Fok1-Variante (WT) erstellt.
Die 5 Fok1-Varianten wurden Uber den GeneArt Service synthetisiert und in die CCR5-Uco-
TALEN kloniert. Die Paare, der obligat heterodimeren Fok1-Varianten wurden jeweils in beide
Arme der CCR5-Uco-TALEN kloniert (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der codonoptimierten Fok1-Varianten. Klonierung der 5 Fok1-
Schneidedoméanen in die linke und rechte TALEN sortiert nach homodimeren und heterodimeren Fok1-
Schneidedomanen. C = Homodimere Fok1 Wildtyp TALEN. V1 = heterodimere Fok1 ELD links und KKR rechts.
V2 = heterodimere Fok1 KKR links und ELD rechts. V3 = heterodimere Fok1 RVR links und DAD rechts.
V4 = heterodimere Fok1 DAD links und RVR rechts.

Nach der erfolgreichen Klonierung der 5 codonoptimierten CCR5-Uco-TALEN-Varianten,
wurde deren Funktion in T-Zellen getestet. Dafur wurden aus den klonierten Plasmiden mittels
in vitro Transkription mRNA hergestellt. In einem ersten Experiment wurden fir jede der 5
Varianten jeweils 1,5x108 Jurkat-Zellen in Duplikaten mit je 10 ug oder 20 ug mRNA pro Arm

elektroporiert. Nach der Ernte der Zellen und gDNA Extraktion, erfolgte die Analyse der
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Geneditierung per GEF-dPCR zuerst am CCR5-Lokus. Die Rate der CCR5-Editierung lag bei
der homodimeren, codonoptimierten CCR5-Uco-TALEN bei 82,4 1+ 1,4 % flir 10 yg mRNA pro
Arm und bei 71,9+ 7,6 % flr 20 ug mRNA pro Arm (Abbildung 20A). Beide Varianten der
CCR5-Uco-TALEN mit obligat heterodimeren Fok1-Schneidedomanen mit den Mutationen
ELD und KKR (V1 = ELD links/KKR rechts und V2 = KKR links/ELD rechts), erzielten CCR5-
Editierungsraten von mehr als 50 % bei beiden mRNA-Mengen. Die Varianten 3 (RVR
links/DAD rechts) und 4 (DAD links/RVR rechts) hingegen wiesen nur geringe CCR5-
Editierungsraten mit hochstens 3,4 % auf. Entsprechend erfolgte die weitere Analyse der
Geneditierung an Off-Targets CCR2 und GPC5 nur mit den Varianten 1 und 2.
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Abbildung 20: On- und Off-Target Aktivitit der CCR5-Uco-TALEN-Varianten. Vergleich verschiedener TALEN-
Varianten, die codonoptimierte, homo- und obligatorisch heterodimere Fok1-Nukleasen enthalten. (A) Rate der
CCRb5-Editierung in Jurkat-Zellen fiir die 5 unterschiedlichen CCR5-Uco-TALEN-Varianten ermittelt per GEF-dPCR.
1,5x10° Jurkat-Zellen wurden mit 20 ug (10 ug pro Arm) oder 40 ug (20 pg pro Arm) selbsthergestellter CCR5-Uco-
TALEN mRNA elektroporiert. n = 2. (B) Rate der CCR2-Editierung in Jurkat-Zellen fir die 5 unterschiedlichen
CCR5-Uco-TALEN-Varianten ermittelt durch GEF-dPCR. 1,5x108 Jurkat-Zellen wurden mit 20 yg (10 ug pro Arm)
oder 40 pug (20 ug pro Arm) selbsthergestellter CCR5-Uco-TALEN mRNA elektroporiert. n=2. (C) Rate der
Geneditierung an Loci CCR5, CCR2 und GPC5 in primaren T-Zellen fir 3 unterschiedlichen CCR5-Uco-TALEN-
Varianten (C, V1 und V2). 1x108 primare T-Zellen wurden mit je 5 ug selbsthergestellter CCR5-Uco-TALEN mRNA
pro Arm elektroporiert. C: n = 4. V1: n = 5 und V2: n = 6. Die Rate der GPC5-Editierung ist auf der linken Y-Achse
abgebildet. Abklrzungen: C = homodimere TALEN-Variante. V1 = ELD linke TALEN, KKR rechte TALEN. V2 =
KKR linke TALEN, ELD rechte TALEN. V3 = RVR linke TALEN, DAD rechte TALEN. V4 = DAD linke TALEN, RVR
rechte TALEN. Der waagerechte Strich zeigt die jeweiligen Mittelwerte.
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Wie erwartet, zeigten die Varianten 1 und 2 keine wesentliche Veranderung der
Geneditierungsrate am CCR2-Lokus, da hier die Off-Target-Aktivitat durch das Dimer aus
linkem und rechtem Arm der CCR5-Uco-TALEN verursacht wird. Hingegen zeigten beide
Varianten keine verbleibende Aktivitat am GPC-Lokus, die durch Bindung zweier rechter
TALEN-Arme induziert wird (Abbildung 20B). Anschlielend wurden die beiden Varianten 1
und 2 zusammen mit der homodimeren, codonoptimierten CCR5-Uco-TALEN in humanen
primaren T-Zellen getestet. Hierflr wurden 1x10° aktivierte primare T-Zellen mit je 5 yg mRNA
der entsprechenden CCR5-Uco-TALEN Varianten pro Arm elektroporiert. Wie bereits in den
Jurkat-Zellen wiesen die beiden obligat, heterodimeren Fok1-Varianten eine bis zu zweifach
geringerer Aktivitat am CCRS5-Gen im Vergleich zur homodimeren TALEN auf. Wichtiger
jedoch, beide obligat heterodimeren CCR5-Uco-TALEN zeigten erneut keine Aktivitdt am
GPC5-Lokus (Abbildung 20C). Variante 1 der heterodimeren CCR5-Uco-TALEN wurde fir alle
zukunftigen Experimente weiterverwendet und wird nachfolgend als CCR5-Uco-hetTALEN

bezeichnet.
4.2.2 Plasmid-integrierte Poly(A)-Sequenz erlaubte eine effiziente mMRNA-Produktion

Ein weiterer zentraler Aspekt fir den Erfolg eines Gentherapieansatzes ist die effiziente
Einschleusung der fremden genetischen Information in die Zielzellen (engl. ,delivery”). Hierbei
sollte die Methode mdglichst zielgerichtet, schonend und, flr Designer-Nukleasen, transient
sein. In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die mRNA-Elektroporation eine
effiziente Methode zur genetischen Modifikation insbesondere von T-Lymphozyten darstellt.
Die Herstellung der mRNA durch in vitro Transkription (IVT) ist einfach, schnell und auch auf
grolke Mengen hochskalierbar. Zugleich sollte die mRNA-Produktion vor allem bei der
Anwendung im klinischen Bereich, wo sehr grol’e Mengen benétigt werden, mdglichst
kosteneffektiv und reproduzierbar sein. Ein zentraler Schritt, wahrend der mRNA Produktion
ist die Polyadenylierung, die auch enzymatisch erfolgen kann. Allerdings kann die Lange des
Poly(A)-Anhanges durch ein Enzym nicht gesteuert werden und unterschiedet sich daher
moglicherweise auch von Charge zu Charge (Abbildung 21A). AuBerdem erhoht die
Verwendung des Enzyms die Herstellungskosten der mRNA erheblich. Um die Produktion der
CCR5-Uco-hetTALEN mRNA zu verbessern, wurde in beide Produktionsplasmide eine
Poly(A)-Sequenz von 120 Nukleotiden Lange hinter den offenen Leserahmen der CCR5-Uco-
hetTALEN kloniert. Dariiber hinaus wurde, wegen behordlicher Vorgaben in der Produktion
von mRNA flur klinische Anwendungen, das im Plasmid enthaltene Gen fur eine
Ampicillinresistenz gegen eine Kanamycinresistenz (KanR) ausgetauscht. Aus dem neu
klonierten Plasmid mit integrierten Poly(A), sowie dem Plasmid ohne Poly(A) wurde durch IVT
mMRNA hergestellt. Um die Funktion der CCR5-Uco-hetTALEN_poly(A) mRNA zu testen,
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wurden 1x108 aktivierte humane primare T-Zellen mit je 5 uyg mMRNA pro Arm elektroporiert.
Als Kontrolle diente die entsprechende mRNA aus dem urspriinglichen Produktionsplasmid
ohne integrierte Poly(A)-Sequenz mit enzymatischer Polyadenylierung. Die Zellen wurden 5
Tage nach der Elektroporation geerntet und die gDNA isoliert. Anschliel’end wurde die CCR5-
Geneditierungsrate mittels GEF-dPCR bestimmt. Dabei zeigte sich, dass die Art der mRNA-
Herstellung keinen Einfluss auf die Effizienz der CCR5-Geneditierung hatte. Die
Indelfrequenzen lagen bei 55,7 +4,7 % fur das im Vektor integrierte Poly(A) und bei
52,4 + 5,1 % fur die enzymatische Polyadenylierung (Abbildung 21B). Alle nachfolgenden
Experimente wurden daher mit CCR5-Uco-hetTALEN mRNA von den neu klonierten Vektoren
mit integrierter Poly(A)-Sequenz durchgeflihrt.
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Abbildung 21: Die Einfiihrung einer Poly(A)-Sequenz in das IVT-Plasmid der CCR5-Uco-hetTALEN erlaubt
die Produktion funktionaler mMRNA ohne eine enzymatische Polyadenylierung. (A) Schematische Darstellung
der IVT mit (links) enzymatischer Polyadenylierung und (rechts) in das Produktionsplasmid integrierter Poly(A)-
Sequenz. (B) Per GEF-dPCR ermittelte Rate der CCRb5-Editierung in gDNA-Proben mit CCR5-Uco-hetTALEN
behandelter Zellen. Die verwendete mRNA wurde mit enzymatischer Polyadenylierung (blau, Enzym) oder mit Hilfe
eines Produktionsplasmids mit integrierter Poly(A)-Sequenz (lila, Vektor) hergestellt. Die Elektroporation von 1x108
primaren T-Zellen aus PBMC erfolgte mit 5 ug der jeweiligen CCR5-Uco-hetTALEN mRNA. Vektor: n = 5. Enzym:
n = 4. Fehlerbalken zeigen SD-Werte an.

4.2.3 Die CCR5-Uco-hetTALEN vermittelte hohe CCR5- und niedrige CCR2-Indelraten

Bei der Herstellung von Zellprodukten fir die Behandlung von Patienten muss die gesamte
Produktion, wie bei allen Medikamenten, gemaR den Richtlinien der Guten Herstellungspraxis
(good manufacturing praxis, GMP) laufen. Dies schlief3t auch die im Herstellungsprozess
verwendete mRNA mit ein, die ebenfalls nach GMP-MaRgaben produziert werden muss. Da
fur die Charakterisierung der neu entwickelten CCR5-Uco-hetTALEN und die Hochskalierung
des Protokolls zur Herstellung CCR5-editierter CD4*-T-Zellen gréRere Mengen der CCR5-
Uco-hetTALENpoly(A) mRNA bendtigt wurden, wurde die Firma BioNTech beauftragt, die
MRNA nach einem GMP-kompatiblen Protokoll herzustellen. Die Experimente in 4.1.1 zeigten

einen starken Dosiseffekt, auf Grund dessen eine Titration der neu produzierten CCR5-Uco-

-67 -



Ergebnisse

hetTALEN mRNA auf primaren T-Zellen notwendig war. Dafiir wurden 2x108 humane primare
T-Zellen, sowohl aktivierte T-Zellen aus PBMC ohne Separation als auch aktivierte T-Zellen
nach CD4-Anreicherung, mit steigenden mRNA-Mengen elektroporiert. 4 Tage nach
Elektroporation wurden die Zellen geerntet, die gDNA isoliert und die Geneditierung am CCR5
und CCR2-Lokus untersucht. Die CD4*-T-Zellen (Abbildung 22A) und die T-Zellen aus den
PBMCs (Abbildung 22B) zeigten ahnliche CCR5- und CCR2-Indelraten. Mit steigender mRNA-
Menge stieg die CCRb5-Indelrate auf bis zu 63,3 £ 1,5 % fur die T-Zellen ohne Separation und
59,5 + 2,6 % fur die CD4*-T-Zellen. Die CCR2-Indelraten lagen mit 10 uyg mMRNA pro Arm bei
11,0 £ 0,7 % fiir die T-Zellen ohne Separation und 8,9 £ 0,8 % fir die angereicherten CD4*-T-
Zellen. Die optimale mRNA-Menge, der unter GMP-ahnlichen Bedingungen produzierten,
CCR5-Uco-hetTALENpoly(A) mRNA, betragt je nach bendtigter Indelrate zwischen 2,5 ug und
7,5 pg. In diesem Bereich liegt die CCR5-Indelrate zwischen ~30 % bis ~55 %, wahrend die
CCRZ2-Editierung deutlich unter 10 % liegt.
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Abbildung 22: Die optimale Konzentration der GMP-dhnlich produzierten CCR5-Uco-hetTALENpoly(A)
mRNA lag zwischen 2,5 pug bis 7,5 ug. 2x10® T-Zellen wurden mit den angegebenen Mengen der CCR5-Uco-
hetTALENpoly(A) mRNA pro Arm elektroporiert. Die Rate der CCR5- (Kreis, blau) und CCR2-Editierung (Quadrat,
grau) wurde in gDNA-Proben mittels GEF-dPCR bestimmt. Bei den -Elpo-Proben wurde keine Elektroporation
durchgefiihrt. n = 3 (A) Titration der CCR5-Uco-hetTALENpoly(A) mRNA in aktivierten T-Zellen aus PBMCs. (B)
Titration der CCR5-Uco-hetTALENpoly(A) mRNA in aktivierten CD4*-T-Zellen.

4.3 Charakterisierung der CCR5-Uco-hetTALEN-Aktivitat

Im folgenden Teil der vorliegenden Arbeit wurde die Aktivitadt der optimierten CCRS5-Uco-
hetTALEN charakterisiert. Als erstes wurden die Kinetik der Geneditierung im CCR5- und
CCR2-Lokus im Detail erforscht sowie weitere chromosomale Veranderungen an diesen Gen-
Loci untersucht. Potenzielle Off-Targets der CCR5-Uco-hetTALEN wurden nach erneuter
in silico Berechnung mittels ampNGS analysiert. Darliber hinaus wurde die Anzahl an CCR5-
Uco-hetTALEN-Kopien Uber einen Zeitraum von bis zu 216 h nach Elektroporation in

behandelten Zellen bestimmt.
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4.3.1 CCRS5-Uco-hetTALEN-AKktivitat zeigte eine Spenderabhangigkeit

Eine genaue Beschreibung der Geneditierung am CCRS5- und am CCR2-Lokus ist aus
mehreren Grinden wichtig. Zum einen ist in den Freigabekriterien fur die klinische Anwendung
gefordert, dass die Geneditierung vor der Applikation des Zellproduktes in den Patienten
abgeschlossen sein muss. Zum anderen ist die Uberpriifung einer erfolgreichen Modifikation
der T-Zellen und Untersuchung mdglicher Off-Target-Effekte zu einem frihen Zeitpunkt im
Prozess notwendig, um eine fehlerhafte Produktion schnell zu identifizieren. Darlber hinaus
kénnten Untersuchungen zur Kinetik der Geneditierung wichtige Einblicke in die zugrunde
liegende Biologie und den Einfluss spenderspezifischer Merkmale liefern. Um diese Fragen zu
beantworten, wurde die TALEN-induzierte Geneditierung tber einen Zeitraum von bis zu 144 h
in 8 verschiedenen Spendern untersucht. Dazu wurden 2x108 aktivierte humane CD4*-T-
Zellen mit je 3 yg CCR5-Uco-hetTALENpoly(A) mRNA pro Arm elektroporiert. Der Anteil der
Geneditierung wurde mittels GEF-dPCR bestimmt. 144 h nach der Elektroporation zeigten die
Zellen eine durchschnittliche Indelrate von 42 + 10 % am CCR5-Lokus und 2,2 + 1,3 % am
CCR2-Lokus (Abbildung 23A + 23B). Tatsachlich erfolgte die Editierung im CCR5-Gen vor
allem innerhalb der ersten 48 h, wobei einzelne Proben noch bis zu 72 h nach Elektroporation
grolRere Veranderungen der Editierungsrate zeigten. Im Gegensatz dazu war die CCR2-
Editierung offensichtlich in allen analysierten Proben innerhalb von 48 h nach Elektroporation
abgeschlossen, in der Halfte der Proben sogar bereits nach 24 h. Dies legt nahe, dass fir die

Off-Target- grofiere Mengen an TALEN bendtigt werden als fur die On-Targetaktivitat.

A B
—, 607 P P J— * - 6 - Spender 1
= i e e = Spender 2
) [
E 40 ’ 8 g S ‘E 4 - % +- Spender 3
o 4 L@ e . © S “e.. e Spender4
T l,’lr f,_»' -9 e ko] o ~._:~"
= ’: Za = AP & . Spender 5
& 207 & 2 - ""j_i_?fff:‘{{:’.‘.';;.‘:;;i -e- Spender 6
8 . 8 ’ ;s - Spender 7
0+ T T T T T T 04— T T T T T ~®- Spender 8
0 24 48 72 96 120 144 0 24 48 72 96 120 14
Stunden nach Elektroporation Stunden nach Elektroporation

Abbildung 23: CCR5-Uco-hetTALEN-Aktivitdat an On-Target CCR5 und Off-Target CCR2 war nur innerhalb
der ersten 72 h detektierbar. 2x10° primare menschliche CD4*-T-Zellen von 8 verschiedenen Spendern wurden
mit je 3 yg CCR5-Uco-hetTALENpoly(A) mRNA (BioNTech) pro Arm elektroporiert. Vor und alle 24 h nach
Elektroporation wurden Zellen entnommen, die gDNA-Isoliert und mittels GEF-dPCR untersucht. (A) Geneditierung
am CCRb5-Lokus. (B) Geneditierung am CCR2-Lokus. Gleiche Farben in A und B weisen auf Proben derselben
Spender hin.

Um den Verlauf der Geneditierung noch genauer zu untersuchen, wurde neben der GEF-
dPCR eine weitere dPCR-Methode eingesetzt. Mit dieser Methode wurden die Kopienzahlen
von CCR5 und einem Referenzgen, in diesem Fall dem menschlichem Erythropoietinrezeptor

(EPOR), bestimmt und zur Berechnung der relativen Kopienzahl (relative copy number, RCN)
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verwendet. Der Ablauf dieser dPCR und die Berechnung der RCN ist in Abschnitt 3.13.6
beschrieben. Alle 8 getesteten Spender zeigten vor der Elektroporation eine durchschnittliche
RCN von 2,01 £ 0,03 (Abbildung 24). 24 h nach der CCR5-Uco-hetTALEN-Behandlung war
die RCN auf durchschnittich 1,68 £ 0,06 gefallen; der tiefste Wert im gesamten
Analysezeitraum. Demnach war der Unterschied zwischen den CCR5- und den EPOR-Kopien
an diesem Zeitpunkt am groéten. Pro diploidem EPOR Genom lieRen sich nur durchschnittlich
1,6 - 1,7 CCR5-Genkopien detektieren. Die Kopienzahlen der beiden Gene konvergierten bei
48 h nach der Elektroporation, blieben aber fir CCR5 im Vergleich zu EPOR wahrend des
gesamten Analysezeitraums geringer. 144 h nach Elektroporation lag die RCN durchschnittlich
bei 1,92 + 0,05. Der Unterschied in den RCN konnte auf zwei unterschiedliche Griinde
zurtckzufiihren sein. Frih nach der Transfektion spiegelt eine niedrige RCN
hochstwahrscheinlich die laufende Nukleaseaktivitat wider, die zu DSBs flhrt und dadurch
eine Amplifikation verhindert. Zu spateren Zeitpunkten kénnten eine niedrigere RCN ein
Hinweis auf den Verlust des CCR5-Sondensignals sein. Die zweite Moglichkeit wird im
folgenden Abschnitt ndher untersucht.
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Abbildung 24: Die relative Kopienzahl (relative copy number, RCN) von CCR5 versus EPOR war zu allen
Analysezeitpunkten nach TALEN-Behandlung reduziert. Die dPCR wurde an den zuvor per GEF-dPCR
analysierten Proben fur 7 der 8 Spender durchgefiihrt. Die Dreiecke geben die Werte der einzelnen Proben an.
Angegeben sind Mittelwerte (schwarze Linien) und der Wert bei identischer Kopienzahl von Referenzgen EPOR
und CCR5 (gepunktete Linie). n = 7.

4.3.2 Die Off-Target-Aktivitat der CCR5-Uco-hetTALEN fiihrte zu Aberrationen

Wie die Ermittlung der RCN zeigte, lag die Anzahl an CCR5-Kopien auch 144 h nach der
Elektroporation noch unter der Kopienzahl 2 des Referenzgens EPOR. Eine mogliche
Erklarung fur diesen Unterschied koénnte eine fehlende Bindung der CCR5-Referenzsonde
sein, die sich oberhalb der TALEN-Bindestelle befindet. Ein Grund dafir konnte das
Vorhandensein grofierer Indels sein, die sich Uber den Bindebereich der Referenzsonde
hinaus erstrecken (Abbildung 25). Aufgrund dessen wurden mdgliche Mechanismen fiir die

Entstehung groRRer Indels untersucht und einige davon mit einer angepassten dPCR uberpriift.
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Referenzsonde Indelsonde Referenzsonde Indelsonde '\) K/.
— I
- Hl .
TALEN-Bindestelle mogliche Schnittstelle grofke Deletion

Abbildung 25: GroRere Deletionen in der TALEN-Bindestelle konnen zum Signalverlust der Referenzsonde
fiihren. Schematische Darstellung der Bindung der GEF-dPCR-Sonden (Referenzsonde und Indelsonde) im
Amplikon und der TALEN-Bindestelle. Die Referenzsonde ist aufgrund der geringen Lange des Amplikons nur 40 bp
von der potenziellen TALEN-Schnittstelle entfernt. Bei Deletionen, die ihren Bindebereich einschlieen (linke
Abbildung), geht auch das Signal der Referenzsonde verloren und das Allel wird nicht detektiert.

Die beiden On- und Off-Targets, CCR5 und CCR2, sind benachbarte Gene auf Chromosom 3
mit einem Abstand von circa 10 kb zwischen den proteinkodierenden Bereichen. Eine
gleichzeitige Induktion von Doppelstrangbriichen (DSB) an beiden Loci kann daher zu
chromosomalen Veranderungen fiuhren (Abbildung 26). Eine mdgliche chromosomale

Veranderung ist dabei die Deletion des 15 kb groflen Fragmentes zwischen den beiden

Chromosom 3:

TALEN-Bindestellen

- S

l Gleichzeitige Induktion von Doppelstrangbriichen

cer2 K
(—T—J
15 kb

Mdogliche chromosomale Aberrationen:

Deletion (dKO )

Inversion (Inv) u r4:®] _CR5

Insertion (Ins) CCR2 ICRZ

Abbildung 26: Mogliche chromosomale Aberrationen induziert durch die gleichzeitige Bildung von
Doppelstrangbriichen (DSB) in den benachbarten Genen CCR5 und CCR2. Die beiden Gene CCR5 und CCR2
liegen in benachbarten Regionen auf einem Arm von Chromosom 3. Durch die gleichzeitige Induktion von DSB
durch die CCR5-Uco-hetTALEN kann ein Fragment mit einer Lange von 15 kb ausgeschnitten werden. Dieses
kénnte verloren gehen und somit eine Deletion (dKO) von 15 kb erzeugen. Dariiber hinaus kénnte das Fragment
in reverser Orientierung wieder in das Chromosom eingefligt werden (Inv) oder in das ebenfalls zu diesem Zeitpunkt
geschnittene zweite Allel integriert werden (Ins). Die schwarzen Balken weisen auf mdgliche zusatzliche Mutationen
in diesen Bereichen hin.

CCR5-Uco-hetTALEN-Bindestellen am CCR5- und CCR2-Gen (dKO). Darlber hinaus kénnte
das ausgeschnittene 15-kb-Fragment auch in reverser Orientierung durch die zellularen
Reparaturmechanismen wieder in das Chromosom eingesetzt werden (Inversion, Inv) oder
nach dem Ausschneiden in den ebenfalls geschnittenen CCR5-Lokus des zweiten Allels

eingefiigt werden (Insertion, Ins). Um dies zu Uuberprifen, wurden die Proben aus
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Abschnitt 4.3.1 144 h nach Elektroporation mittels drei verschiedener dPCRs untersucht. Am
haufigsten traten Deletionen des 15 kb groRen Fragmentes mit einer durchschnittlichen
Haufigkeit von 1,1 £ 0,5 % auf. Wahrend keine Inversionsereignisse mit der angewendeten
Methode gefunden wurden, konnte die Integration in die Schnittstelle am CCR5-Lokus mit
einer mittleren Haufigkeit von 0,4+0,2% detektiet werden (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Aktivitat der CCR5-Uco-hetTALEN fiihrte zu chromosomalen Aberrationen zwischen CCR2
und CCR5. Mdgliche chromosomale Aberrationen, wie Deletion eines 15-kb-Fragmentes zwischen CCR5 und
CCR2 (dKO), Inversion (Inv) oder Integration (Ins) dieses Fragmentes wurde mittels 3 unterschiedliche dPCRs
untersucht. Dargestellt sind die Raten der Geneditierung als Einzelwerte (Punkte), Mittelwerte (Sdulen) und die
Standardabweichungen (SD) in Prozent, 144 h nach Elektroporation. n = 8.

4.3.3 Die TALEN-Aktivitat fuhrte vorwiegend zu Deletionen in primaren T-Zellen

Doppelstrangbriiche, wie sie durch Schneiden der CCR5-Uco-hetTALEN entstehen, werden
von der Zelle durch verschiedene Mechanismen repariert, zum Beispiel durch die Nicht-
homologe  End-zu-Endverknipfung  (non-homologous  end-joining,  NHEJ) oder
mikrohomologiebasierte End-zu-EndverknUpfung (microhomology-mediated end joining,
MMEJ). Bei beiden Mechanismen kann es dabei zu gré3eren und kleineren Deletionen, sowie
Insertionen kommen. Im vorherigen Abschnitt konnten bereits gro3e Indels mit einer Lange
von 15 kb detektiert werden. Um die durch CCR5-Uco-hetTALEN-Aktivitat entstandenen
Indels mit einer Lange von bis zu 70 bp genauer zu charakterisieren, wurde der CCR5-Lokus
mittels ampNGS in 7 mit beiden TALEN Armen behandelten Proben und 2 unbehandelten
Proben (Mock) untersucht. Wie aufgrund der GEF-dPCR Daten zu erwarten, wurden flir den
CCRb5-Lokus hohe Indelraten (26,7 % - 58,9 %) in den CCR5-Uco-hetTALEN-behandelten
Proben gefunden (Abbildung 28A). Die meisten Indels hatten eine Lange von 1 -35bp
(88,8 % - 95,9 %). Die Mehrheit dieser Indels stellten Deletionen dar, die am haufigsten
zwischen den CCR5-Uco-hetTALEN-Bindestellen auftraten (Abbildung 28B). Eine weitere
Analyse der Indels zeigte, dass die meisten eine Lange von 18 bp aufwiesen, gefolgt von
Indels mit 10 bp und 1 bp Lange (Abbildung 28C). Dabei handelte es sich bei den Indels mit
einer Lange von 18 bp und 10 bp am haufigsten um Deletionen, die an der gleichen Stelle im

CCRb5-Lokus gefunden wurden. An diesen Stellen im CCR5-Gen kommen Mikrohomologien

-72 -



Ergebnisse

vor, die vermutlich zur Entstehung dieser beiden Deletionen (18 bp und 10 bp in diesem
Bereich) fuhren. Dies wiederum weist auf MMEJ als einen haufigen Reparaturmechanismus
in primaren T-Zellen nach TALEN-Behandlung hin (Abbildung 28D).
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Abbildung 28: Die hohe Aktivitit der CCR5-Uco-hetTALEN am CCRS5-Lokus fiihrt hauptsachlich zu
Deletionen. (A) CCRb5-Indelraten fiir 2 unbehandelte Proben (Mock, Kreise) und 7 CCR5-Uco-hetTALEN-
behandelte Proben (TALEN, Dreiecke). Die schwarze Linie zeigt den Mittelwert der Proben an. Die statistische
Auswertung erfolgte mit dem Welch’s t-Test *** p<0,0002. (B) Anteil der Reads mit Deletionen (griin), Insertionen
(orange) und Substitutionen (blau) in Prozent fiir jede Position in der Referenzsequenz des Amplikons am Beispiel
der CCR5-Uco-hetTALEN-behandelten Probe 18, die gleiche Probe wie beim Off-Target CCR2. Die Berechnung
der Anteile erfolgte mit dem webbasierten Programm CRISPResso2. (C) Anzahl der CCRb5-Indel-Reads
aufgetragen gegen die Indellange fiir 2 unbehandelte (Mock) und 7 CCR5-Uco-hetTALEN-behandelte Proben. (D)
Schematische Darstellung der Positionen, der haufigsten 18 bp und 10 bp Deletionen im CCR5-Gen in CCR5-Uco-
hetTALEN behandelten Proben. Die 18-bp- (hellblau) und 10-bp-Deletionen (pink) befinden sich zwischen den
beiden TALEN-Bindestellen in Bereichen mit einer Mikrohomologie (eingerahmt).

-73 -



Ergebnisse

4.3.4 Nur CCR2 stellt ein Off-Target der CCR5-Uco-hetTALEN dar

Die oben beschriebenen Analysen potenzieller Off-Targets waren auf Grundlage der
homodimeren CCR5-Uco-TALEN erfolgte. Zur Charakterisierung der obligat heterodimeren
CCR5-Uco-hetTALEN musste daher eine neue in silico Berechnung potenzieller Off-Targets
mit den webbasierten Programmen PROGNOS und Paired Target Finder durchgefiihrt
werden. Der Fokus bei der Auswahl der zu analysierenden Zielsequenz lag erneut auf Off-
Targets innerhalb von Genen oder Promotoren, da flr Mutationen in diesen Bereichen ein
negativer Einfluss auf Zellen wahrscheinlicher ist. Die potenziellen Off-Targets CCR2, CXCRG6,
GLP1R, CACNA1B, ASIC, SAMD12, ADYC2, PGC, MAT2B und UBXN10 wurden mittels
ampNGS fiir die angegebenen Proben untersucht (Tabelle S7). Im Vergleich zu den TALEN-
behandelten Proben wurden zwei Kontrollen (Mock) mitgefihrt. Fir alle analysierten Targets,
aulRer PGC und UBXN10, konnten fir die meisten Proben 10.000 bis > 100.000 Reads
generiert werden (Abbildung S13). In Ubereinstimmung mit den GEF-dPCR-Daten wurden in
den ampNGS-Daten Indels im CCR2-Lokus in den CCR5-Uco-hetTALEN-behandelten Proben
gefunden (Abbildung 29A). Bei den meisten Indels handelte es sich um Deletionen und nur
ein geringer Anteil an Reads zeigten Insertionen. Substitutionen kamen noch seltener vor, wie
in Abbildung 29B exemplarisch fur die CCR5-Uco-hetTALEN-behandelte Probe Nr. 18 mit der
héchsten CCR2-Indelrate (5,3 %), zu sehen. Wie das On-Target CCRS zeigte auch CCR2 vor
allem Deletionen mit einer Lange von 1 bp, gefolgt von Deletionen mit 10 bp und 9 bp. Die
Uberwiegende Mehrheit an detektierten Deletionen fur CCRZ2 war kleiner als 15 bp
(Abbildung 30A). Beim groten Anteil an Reads im CCR2-Lokus handelte sich um Deletionen

mit einer Lange von 10 bp zwischen Bereichen mit einer Mikrohomologie (Abbildung 30B).
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Abbildung 29: ampNGS-Daten bestétigen Aktivitidt der CCR5-Uco-hetTALEN am CCR2-Lokus. (A) CCR2-
Indelraten fir 2 unbehandelte Proben (Mock, Kreise) und 7 CCR5-Uco-hetTALEN-behandelte Proben (TALEN,
Dreiecke). Die schwarze Linie zeigt den Mittelwert der Proben an. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Welch’s t-Test ** p<0,02. (B) Prozentualer Anteil der Reads mit Deletionen (griin), Insertionen (orange) und
Substitutionen (blau) fiir jede Position im Amplikon am Beispiel einer CCR5-Uco-hetTALEN-behandelten Probe (Nr.
18). Die Berechnung der Anteile erfolgte mit dem webbasierten Programm CRISPResso02.
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Analog zu der Analyse des CCR5-Gens befindet Lokus lasst sich demnach ein Hinweis auf
die Reparatur des Doppelstrangbruches mittels MMEJ finden. Die Gesamtzahl an Reads mit
Indels an der TALEN-Bindestelle fur die 9 anderen potenziellen Off-Targets waren gering und

nicht signifikant erhéht im Vergleich zu unbehandelten Kontrollproben (Abbildung S14).
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Abbildung 30: Im CCR2-Lokus wurden am haufigsten Indels mit einer Lange von 1 bp, 10 bp und 9 bp
gefunden. (A) Anzahl der CCR2-Indel-Reads aufgetragen gegen die Indelléange fiir 2 unbehandelte (Mock) und 7
CCRS5-Uco-hetTALEN-behandelte Proben. (B) Schematische Darstellung der Positionen, der haufigsten 10 bp
Deletionen im CCR2-Gen in CCR5-Uco-hetTALEN behandelten Proben. Die 10-bp-Deletionen befanden sich
zwischen den beiden TALEN-Bindestellen in Bereichen mit einer Mikrohomologie (pink eingerahmt).

4.3.5 Anzahl der CCR5-Uco-hetTALEN-Kopien sank im analysierten Zeitraum stark

Eine dauerhafte Anwesenheit von exogenen Proteinen und Nukleinsduren nach der Infusion
von ex vivo modifizierten Zellen, kdnnte im Patienten zu einer Immunreaktion fihren. Daher
ist es essenziell, die Kinetik des Abbaus der CCR5-Uco-hetTALEN mRNA quantitativ zu
analysieren. Dazu wurden nach der Elektroporation von 2x10% humanen primaren, aktivierten
T-Zellen mit 3 yg CCR5-Uco-hetTALENpoly(A) mRNA pro Arm von 7 verschiedenen Spendern
in regelmaBigen Absténden (alle 24 h) 0,5x10° Zellen geerntet. Der Analysezeitraum betrug
fir 3 der Spender 144 h und flr die anderen 4 Spender 216 h ab der Elektroporation. Aus
diesen Zellen wurde danach die gesamte Menge an RNA isoliert und in cDNA umgeschrieben.
Fir die folgende RT-qPCR wurde etwa 10 % der cDNA als Ausgangsmaterial eingesetzt, dies
entspricht unter Vernachlassigung von Verlusten bei der RNA-Isolation und cDNA-Synthese
dem Aquivalent von etwa 25.000 Zellen. Aus den ermittelten C,-Werten wurde durch den
Vergleich mit einer Standardkurve die CCR5-Uco-hetTALEN-Kopienzahl berechnet. Wie in
Abbildung 31A dargestellt zeigten die CCR5-Uco-hetTALEN-behandelten Proben 24 h nach
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der Elektroporation eine hohe Varianz von 1x107 - 6x107 TALEN-Kopien pro 1 Mio. Zellen in
den verschiedenen Spendern. Nach den ersten 24 h sank die Anzahl an TALEN-Kopien in den
untersuchten Proben drastisch und lag 144 h nach der Elektroporation zwischen 714 - 35.212
TALEN-Kopien pro 1 Mio. Zellen. Die hochste berechnete Anzahl an TALEN-Kopien nach
216 h betrug bei einem Spender noch 2.000 pro 1 Mio. Zellen (oder 1 Kopie alle 500 Zellen).
Die Anzahl an CCR5-Uco-hetTALEN Kopien 24 h nach der Elektroporation korrelierte nicht mit
den unterschiedlichen CCR5-Editierungsraten (aus GEF-dPCR-Daten) flir die verschiedenen
Spender am letzten Analysezeitpunkt (Abbildung 31B). Um auszuschlieRen, dass die hohe
Varianz auf Grund von unterschiedlicher Menge an Ausgangsmaterial entstanden ist, wurde
ebenfalls die C,-Werte fir eine endogene mRNA, Importin 8 (IPO8), ermittelt. Uber den
gesamten Zeitraum der Beobachtung lagen die IPO8 Cp-Werte fur alle Spender in einem
ahnlichen Bereich und wirden nicht die Unterschiede in den Cp-Werten der TALEN erklaren
(Abbildung 31C + 31D).
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Abbildung 31: CCR5-Uco-hetTALEN-Kopien sanken deutlich innerhalb von 216 h nach Elektroporation. Die
Detektion der CCR5-Uco-hetTALEN-Kopien in cDNA-Proben erfolgte mittels RT-qPCR. Dazu wurden 2x10°
primdre CD4*-T-Zellen von 7 verschiedenen Spendern mit je 3 uyg CCR5-Uco-hetTALENpoly(A) mRNA pro Arm
behandelt und aus 0,5x10° Zellen die RNA isoliert. (A) Anzahl von CCR5-Uco-hetTALEN-Kopien zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Elektroporation. Die Berechnung der Kopienzahlen basiert auf Cp-Werten aus einer
Standardkurve mit definierten TALEN-Plasmidkopien. (B) Anteil der CCR5-Editierung in den jeweiligen letzten
analysierten Proben von Spender 1 und 3-8 aufgetragen gegen die Anzahl der CCR5-Uco-hetTALEN-Kopien 24 h
nach Elektroporation. Die Berechnung der Korrelation in Prism GraphPad war nicht signifikant. (C) Cp-Werte fiir die
Amplifikate der endogenen Referenz Importin 8 (IPO8) zu verschiedenen Zeitpunkten nach Elektroporation. (D) Cp-
Werte fiir die Amplifikate der TALEN-Kopien zu verschiedenen Zeitpunkten nach Elektroporation.
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4.3.6 144 h nach Elektroporation war kein CCR5-Uco-hetTALEN Plasmid nachweisbar

Wie zuvor beschrieben, wird die fur die Elektroporation bendtigte mRNA mittels IVT von einem
Plasmid aus produziert. Im Anschluss an das Umschreiben von DNA in die RNA wird das
Plasmid durch die Behandlung mit einer DNA-Nuklease (DNAse |) oder anderen Verfahren
entfernt. Dennoch konnen geringe Mengen an Plasmid in den mRNA-Préaparationen
verbleiben und durch die Elektroporation in die Zellen gelangen. Um das Vorhandensein von
Plasmidresten in den geernteten Proben zu untersuchen, wurde eine weitere RT-qPCR
etabliert, die spezifisch das Plasmid in CCR5-Uco-hetTALEN mRNA behandelten gDNA- und
cDNA-Proben detektiert. Die Detektion von Plasmid in cDNA-Proben aus Zellen war méglich,
da kein Verdau mit DNAse | nach der RNA-Isolation durchgefiihrt wurde. Fir die Detektion
des CCR5-Uco-hetTALEN Plasmids wurden die Proben aus Abschnitt 4.3.5 von 7 (cDNA) und
6 (gDNA) Spendern getestet. Die cDNA-Proben enthielten 24 h nach der Elektroporation
zwischen 574 und 8969 Plasmidkopien pro 25.000 Zellen (Abbildung 32A), in den folgenden
24 h sank die Kopienzahl deutlich ab. 144 h nach der Elektroporation war das Plasmid in keiner
der getesteten cDNA-Proben mehr nachweisbar. Die gDNA-Proben enthielten 24 h nach der
Elektroporation zwischen 1.069 und 12.870 Plasmidkopien pro 25.000 Zellen (Abbildung 32B).
Auch in diesen Proben konnte 144 h nach der Elektroporation kein CCR5-Uco-hetTALEN-

Plasmid mehr nachgewiesen werden.
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Abbildung 32: CCR5-Uco-hetTALEN-Plasmidkopien waren 144 h nach Elektroporation nicht mehr
nachweisbar. Die Detektion der CCR5-Uco-hetTALEN-Kopien in cDNA- und gDNA-Proben erfolgte mittels RT-
gPCR. Dazu wurden 2x10°® primare CD4*-T-Zellen von 7 (cDNA) und 6 (gDNA) verschiedenen Spendern mit je
3 ug CCR5-Uco-hetTALENpoly(A) mRNA pro Arm behandelt und aus je 0,5x108 Zellen die RNA beziehungsweise
gDNA isoliert. Die Berechnung der Kopienzahlen basiert auf Cp-Werten aus einer Standardkurve mit definierten
TALEN-Plasmidkopien. (A) Anzahl von CCR5-Uco-hetTALEN-Plasmidkopien in cDNA-Proben. (B) Anzahl von
CCR5-Uco-hetTALEN-Plasmidkopien in gDNA-Proben.

Neben dem Nachweis von CCR5-Uco-hetTALEN-Plasmid in den Zellen wurde eine weitere
RT-qPCR durchgefihrt, um eine mogliche Integration des Plasmides in das Zellgenom zu
untersuchen. Aufgrund der CCR5-Uco-hetTALEN-AKktivitat besteht die Moglichkeit, dass das
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linearisierte Plasmid aus der in vitro Transkription in die geschnitten Loci, vor allem CCR5
integriert wird. Daher wurden Primer fir eine RT-gPCR entwickelt, die ein im CCR5-Lokus
integriertes Plasmid detektieren wirden. Die Untersuchung von gDNA Proben zum Zeitpunkt
vor der Elektroporation, 24 h und 216 h nach Elektroporation in 4 der bereits zuvor getesteten
Spender, zeigte keinen Hinweis auf eine mégliche Integration des CCR5-Uco-hetTALEN-
Plasmids in den CCR5-Lokus (Abbildung S15).

4.4 GMP-kompatible Produktion von TALEN modifizierten CD4*-T-Zellen

Die Translation der CCR5-Uco-hetTALEN-modifizierten CD4*-T-Zellen in die klinische Prifung
erforderte die Etablierung eines neuen, GMP-kompatiblen /arge-scale-Prozesses. Eine
realistische (niedrige) Dosis fiir eine erste klinische Priifung konnte bei ca. 1x107 Zellen pro
Kilogramm Kérpergewicht des Patienten liegen. Bei einem erwachsenen Menschen mit 100 kg
Korpergewicht wirden damit insgesamt mindestens 1x10° Zellen benétigt werden. Neben den
bereits hohen Anspriichen flir die GMP-Produktion, unterliegt die Herstellung CCR5-CD4*-T-
Zellen aus HIV-positiven Patienten einer weiteren Herausforderung, da die Produktion in
einem GMP-Labor der Biosicherheitsstufe 2** durchgefiihrt werden muss. Eine weitestgehend
automatisierte Produktion wirde dabei den personellen Aufwand und mdgliche Risiken
reduzieren. Aus diesen Grinden erfolgte die Etablierung eines GMP-kompatiblen
Produktionsprozesses am CIliniMACS Prodigy. Dabei handelt es sich um ein automatisiertes,
geschlossenes System zur Herstellung verschiedener Zelltherapieprodukte aus
Knochenmark, Vollblut, Buffy Coat oder Leukaphereseprodukten, wobei auch genetische
Modifikationen (mittels Transduktion oder Transfektion) méglich sind. Im Folgenden sind die
Ergebnisse von 4 Herstellungsprozessen am CIliniMACS Prodigy beschrieben, inklusive der
Charakterisierung der CCR5-Uco-hetTALEN-behandelten Zellen.

4.4.1 Etablierung eines GMP-kompatiblen Prozesses am CliniMACS Prodigy

Um ein GMP-kompatibles, automatisiertes Protokoll zur Herstellung von CCR5-CD4*-T-Zellen
mittels TALEN-mRNA-Elektroporation zu erstellen und zu bewerten, wurden 4 unabhangige
Laufe (1 -4) des T Cell Engineering (TCE)-Prozesses am CliniMACS Prodigy durchgefuhrt.
Die verwendeten Parameter und Einstellungen in der Aktivititenmatrix folgten nach
Empfehlungen des Herstellers. Jeder Lauf beinhaltete die folgenden Schritte nach der
Installation des Schlauchsatzes: () Separation von CD4*-Zellen aus einem Buffy Coat und
Aktivierung von T-Zellen, (II) Elektroporation mit CCR5-Uco-hetTALEN L+R mRNA, (lIl)
Expansion der T-Zellen und (IV) Ernte des Zellprodukts (Abbildung 33). Wahrend der Laufe

wurden Zellproben an den Tagen 0, 3 bis 7 und 12 im Prozess enthommen und analysiert.
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Abbildung 33: Ubersicht des automatisierten T Cell Engineering (TCE)-Prozesses am CliniMACS Prodigy.
Die Herstellung CCR5-editierter CD4*-T-Zellen erfolgte innerhalb eines 12-tdgigen Prozesses. Nach der Installation
des Schlauchsystems (TS 520 + EP-2) unterteilte sich der Prozess in folgende Schritte: (1.) Magnetische Separation
CD4+ Zellen aus einem frischen Buffy Coat und Aktivierung der T-Zellen mit MACS GMP T Cell TransAct an Tag
0. (II.) Automatisierte Elektroporation der Zellen mit TALEN-mRNA und anschlieBende Inkubation der Zellen bei
32°C fur 24h an Tag 3. (lll.) Expansion der elektroporierten Zellen mit taglichem Mediumwechsel
(supplementiertes TexMACS GMP Medium) in den Tagen 4 - 11. (IV.) Ernte der Zellen an Tag 12.

4.4.2 Effiziente Anreicherung der CD4*-Zellen am CliniMACS Prodigy

Um die Qualitdt des Buffy Coats, die Zellzahl und den Anteil CD4*-Zellen bestimmen zu
kénnen, wurde eine Probe des Buffy Coats an Tag 0 des Prozesses vor Beginn der Separation
entnommen und daran das Immunzellrepertoire mittels Durchflusszytometrie am MACSQuant
analysiert. Die Zellen von Lauf 2 - 4 wurden dafir mit einem Antikérpermix zum Nachweis von
B-Zellen, Monozyten, NK-Zellen, T-Zellen, sowie CD4*- und CD8*-T-Zellen gefarbt. Die Zellen
aus dem Buffy Coat von Lauf 1 wurden nur mit den Antikorpern gegen CD3, CD4, CD45 und
CD8 gefarbt, da zu diesem Zeitpunkt die anderen Antikorper (CD16, CD56, CD19, CD14) nicht
zur Verfugung standen. Dartber hinaus wurde der Anteil lebender Zellen mit einer 7AAD-
Farbung in allen 4 Laufen bestimmt und nur lebende Lymphozyten (CD45*7AAD") in die in
Abbildung 34A dargestellte Analyse einbezogen. Die Rate lebender Zellen im Buffy Coat
betrug in den 4 Laufen durchschnittlich 98,2 + 2,3 % (Abbildung 34B). Der Anteil an CD4*-T-
Zellen bezogen auf CD45*7AAD- lag im jeweiligen Buffy Coat in den 4 Laufen bei
15,7 % - 32,0 %, wahrend der Anteil an CD8+-T-Zellen 8,1 % - 14,4 % betrug. Insgesamt
machten die T-Zellen in den 4 Laufen 21,8 % - 42,5 % der Lymphozyten aus. In den Laufen
2 - 4 lag der durchschnittliche Anteil an B-Zellen bei 3,8 + 0,7 %, Monozyten bei 11,2 +4,2 %
und NK-Zellen bei 40,1 £7,6 % der Lymphozyten (Abbildung 34C). Nach der Separation
erfolgte eine weitere Analyse des Immunzellrepertoires, sowohl flir das Ziel- als auch das
»LAbfallprodukt®. Die Rate an CD4*-T-Zellen im Zielprodukt betrug in den 4 Laufen zwischen
76,4 % -90,1%. Neben den CD4*-T-Zellen konnten ebenfalls durchschnittlich
4,6 £ 3,1 % Monozyten (Laufe 2 - 4) im Zielprodukt identifiziert werden. Monozyten kénnen
ebenfalls den CD4-Rezeptor exprimieren und damit durch die magnetische Separation
angereichert werden. B- und NK-Zellen waren im Zielprodukt nicht mehr nachweisbar und
waren somit effektiv depletiert worden (Abbildung 34D). Die Rate lebender Zellen nach der
Separation im Zielprodukt betrug durchschnittlich 97,2 + 1,3 % (Abbildung 34B). Die Analysen

der Zellen im Abfallprodukt zeigten fir Lauf 2 und 4 noch CD4*-T-Zellen, die nicht tber die
-79 -



Ergebnisse

magnetische Separation getrennt wurden. Der Anteil dieser Zellen lag im Lauf 2 bei 3,8 % und
im Lauf4 bei 6,2 % der lebenden Lymphozyten im Abfallprodukt (Abbildung 34E). Die
magnetische Separation CD4*-Zellen am CliniMACS Prodigy fiihrte zu einer hohen (> 76 %),

wenn auch nicht restlosen, Anreicherung CD4*-T-Zellen.
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Abbildung 34: Der automatisierte TCE-Prozess ermoglichte eine effiziente Trennung lebender CD4*-Zellen
in Lauf 1 - 4. Daten aus der durchflusszytometrischen Analyse am MACSQuant fir das Immunzellrepertoire. Fir
den 1. Lauf lagen nur die Werte der T-Zellen vor. (A) Beispielhafte Darstellung der Dotplots anhand von Lauf 2 mit
gefarbten Zellen aus dem Buffy Coat. Dotplots mit den verwendeten Gates fiir die Identifizierung von B-Zellen,
Monozyten, NK-Zellen und T-Zellen anhand der Expression der angegebenen Marker. Alle Dotplots zeigen
CD45*7AAD-Zellen. (B) Anteil lebender Lymphozyten (CD45*7AAD-Zellen) im Buffy Coat und dem Zielprodukt
nach Separation. (C) Zusammensetzung der Zellen im Buffy Coat fir alle 4 Laufe. (D) Zusammensetzung der Zellen
nach der Separation fiir das Zielprodukt fiir alle 4 Laufe. (E) Zusammensetzung der Zellen nach der Separation fiir
das Abfallprodukt fir die Laufe 2 - 4.

Der Start der Kultur erfolgte mit einer Gesamtzahl von 2,0x10% Zellen mit Ausnahme des 4.
Durchlaufs, bei dem nur 1,4x108 Zellen nach der Separation zur Verfliigung standen. Um das
Wachstum und Erscheinungsbild der Zellen im CliniMACS Prodigy zu visualisieren, wurde die

Kultur wahrend des 2. Durchlaufes von Tag 0 bis Tag 4 nicht geschittelt. Die Bildaufnahmen
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der Kultur erfolgte mit der im CliniMACS Prodigy integrierten Kamera 24 h, 48 h und 72 h nach
der Aktivierung, aber vor der Elektroporation. Nach der Zugabe des MACS GMP T Cell
TransAct zeigten die T-Zellen die fur eine Aktivierung typische Bildung von Zellhaufen, die im
Laufe der Zeit an GroRe zunahmen (Abbildung 35). Zusammenfassend, konnten am

CliniMACS Prodigy CD4*-Zellen erfolgreich angereichert und aktiviert werden.

Al — - ——— 1

. , e - IO BT ST S  al
Abbildung 35: Bilder der T-Zell-Kultur weisen auf eine Aktivierung der T-Zellen hin. Bilder aus der Zellkultur
von Lauf 2, aufgenommen mit der internen Kamera des CliniMACS Prodigy (400fache VergroRerung) 24 h, 48 h
und 72 h nach Aktivierung unter statischen Kulturbedingungen. Das Bild bei 72 h nach der Aktivierung wurde vor
der Elektroporation aufgenommen.

4.4.3 Die Zellexpansion am CliniMACS Prodigy generierte bis zu 5x10° lebende Zellen

An Tag 3 nach Aktivierung erfolgte die Elektroporation mit CCR5-Uco-hetTALENpoly(A) L+R
mMmRNA am CliniMACS Prodigy mit anschlieRender hypothermischer Kultur bei 32 °C fir 24 h
(Abbildung 33). Fur den 1. Lauf wurde die mRNA-Menge basierend auf der im Labormalstab
durchgefihrten Titration der CCR5-Uco-hetTALEN L+R mRNA hochgerechnet
(Abschnitt 4.2.3). Als Grundlage wurde eine mRNA-Menge von 6 ug / 2x10° Zellen verwendet,
da bei dieser mMRNA-Menge schatzungsweise 50 % der Zellen im CCR5-Lokus editiert sein
sollten. Das finale Zellprodukt wurde am 12. Tag des Prozesses geerntet. Wahrend des
Prozesses wurden an Tag 4 - 7 und 12 Proben des Zellproduktes enthommen und analysiert.
Die Messung der Zellzahlen an Tag 4 im Prozess zeigte eine verringerte Anzahl an Zellen
nach der Elektroporation. AuRerdem zeigte die Bildaufnahme der Kultur mit der integrierten
Kamera im Lauf 2 ebenfalls reduzierte Zellmengen und Zellhaufen (Abbildung 36A). Allerdings
war zu diesem Zeitpunkt die genaue Zellzahl aufgrund der Bildung groRerer Zellklumpen nach
dem Waschschritt an Tag 4 im Prozess mdoglicherweise nicht sicher bestimmbar. Die
nachfolgende Wachstumskinetiken zeigte keine auffalligen negativen Auswirkungen der
Elektroporation oder der hypothermischen Bedingungen auf die Zellen in den L&ufen 1,
3 und 4. Die Gesamtzellzahl im Endprodukt reichte von 1,65x10° bis 5,00x10° Zellen in den
Laufen 1, 3 und 4 (Abbildung 36B). Bei den Laufen 1, 3 und 4 betrug die durchschnittliche
Viabilitat der Zellen 88,7 £ 2,1 % im finalen Produkt (Abbildung 36C). Im Gegensatz dazu
wurden nur etwa 1x108 Zellen mit einer Viabilitdt von ca. 80 % im Lauf 2 geerntet. Jedoch kam
es im Lauf 2 wahrend der T-Zell-Aktivierungsphase fir 9 Stunden zu einer Unterbrechung der

zentralen COz-Versorgung im Forschungsgebaude. Die unterbrochene Gasversorgung
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beeintrachtigte wahrscheinlich die Lebensfahigkeit und das Wachstumspotenzial aktivierter T-
Zellen stark. Bei den durchflusszytometrischen Analysen wurde ebenfalls der Anteil CD3*-
Zellen bestimmt. Dieser lag bei allen Laufen im finalen Produkt Uber 94 %. Sofern die CO»-
Versorgung der Zellen funktionierte, wurde mehr als 1,65x10° lebende Zellen pro TCE-Lauf
am CIliniMACS Prodigy hergestellt.
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Abbildung 36: Der automatisierte TCE-Prozess ermdéglichte eine effiziente Expansion der T-Zellen. (A) Bild
aus der Zellkultur von Lauf 2, aufgenommen mit der internen Kamera des CIliniMACS Prodigy (400fache
Vergroflerung) 96 h nach Aktivierung unter statischen Kulturbedingungen. (B) Berechnete Gesamtzahl der Zellen
im TCE-Lauf 1 -4 am Tag 0, 3, 4, 5, 6, 7 und 12. (C) Zusammengefasste Daten aus der Durchflusszytometrie des
finalen Zellprodukts nach Ernte. Viabilitdt der Zellen and Anteil der CD3*-Zellen.

4.4.4 Expandierte Zellen (~ 53 % - 73 %) waren meist Effektor-Gedéachtnis-T-Zellen

Idealerweise sollten CCR5-modifizierte T-Zellen lange im Patienten Uberleben. Allerdings sind
die Uberlebens- und Selbsterneuerungsraten zwischen den verschiedenen T-Zell-
Subpopulationen sehr heterogen. Die Selbsterneuerung und das Uberleben sind in Effektor-
Gedachtnis-T-Zellen am geringsten, wahrend sie bei stammzellahnlichen Gedachtnis-T-Zellen
am hochsten und langsten sind. Die unterschiedlichen T-Zell-Subpopulationen im finalen
Produkt wurden fiir die Laufe 2 - 4 am Durchflusszytometer nach Antikdrperfarbung bestimmt.
Hierbei wurden anhand der Anwesenheit bestimmter Marker naive T-Zellen,
stammzellahnliche Gedachtnis-T-Zellen, zentrale Gedachtnis-T-Zellen und Effektor-
Gedachtnis-T-Zellen unterschieden. Lebende CD3*CD4*-T-Zellen wurden aufgrund ihrer
Expression von CD95, CD62L, CCR7 und CD45RO0 Kklassifiziert (Abbildung 37A). Effektor-
Gedachtnis-T-Zellen (T(em): CD95*, CCR7-, CD45R0") waren dabei in allen analysierten
Laufen mit 52,7 % - 72,9 % die haufigste T-Zellsubpopulation, wahrend zentrale Gedachtnis-
T-Zellen, T(cm), etwa 25 % - 42 % aller CD3*CD4*-T-Zellen ausmachten. Die Expression von
CD62L war in allen analysierten Laufen innerhalb der Effektor T-Zellen heterogen. Wie
erwartet waren im Endprodukt in allen analysierten Laufen keine naiven T-Zellen (T(n):
CD95-negativ) vorhanden. Der Anteil der stammzelldhnlichen Gedachtnis-T-Zellen war

unterschiedlich und reichte von 0 - 5 % (Abbildung 37B).
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Abbildung 37: Die phanotypische Charakterisierung expandierter Zellen im TCE-Lauf (2 - 4) zeigte eine
hohe Rate an Effektor Gedachtnis-T-Zellen. A) Charakterisierung von T-Zell-Subpopulationen auf Grundlage der
Expressionsmarker CD95, CCR7, CD62L und CD45RO. Dotplots aus der Durchflusszytometrie mit dem
verwendeten Gating am Beispiel von Lauf 4. Dotplots zeigen lebende CD3*CD4*-Zellen. Mit dem Gating werden
naive T-Zellen, T(n):CD95, stammzellahnliche Gedachtnis-T-Zellen, T(scm):CD95*, CCR7*, CD62L*, CD45ROr,
zentrale Gedachtnis-T-Zellen, T(cm):CD95*, CCR7*, CD62L*, CD45RO* und Effektor-Gedachtnis-T-Zellen,
T(em):CD95*, CCR7-, CD45R0O" unterschieden. Einige Zellpopulationen befinden sich auRerhalb des dargestellten
Bereich innerhalb der Gates (B) Vergleich der Frequenz von T(n), T(scm), T(cm) und T(em) fur Lauf 2 - 4.

4.4.5 Die CCR5-Editierung war in allen TCE-Laufen hoch (> 59 %)

Um die Geneditierungsraten wahrend des Prozesses zu untersuchen, wurden die CCR5- und
CCR2-Indelraten in allen 4 Laufen mittels GEF-dPCR an zwei relevanten Punkten des
Prozesses ermittelt: (I.) Zum frihestmdglichen Zeitpunkt, 72 h nach der Elektroporation und
(I) am Tag der Ernte (216 h nach der Elektroporation) im finalen Produkt. Die
Geneditierungsrate fiur CCR5 und CCR2 waren flir beide Zeitpunkte sehr ahnlich
(Abbildung 38). Die Rate an CCRb5-editierten Zellen betrug in allen Laufen zwischen 59 % und
75 %. Selbst die 3-fache Reduktion der mRNA-Mengen im Lauf 4 (gegenuber Lauf 1)

verringerte die CCR5-Editierungsrate nicht wesentlich. Allerdings war die Zellzahl im 4. Lauf
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Abbildung 38: Geneditierungen im CCR5- und CCR2-Lokus in TALEN-behandelten Zellen aus den TCE-
Laufen 1 - 4. (A) Geneditierungsraten an zwei Zeitpunkten nach der Elektroporation fir CCR5 [Kreis (72 h), Dreieck
(216 h), blau] und CCR2 [Raute (72 h) und umgedrehtes Dreieck (216 h), grau] fur die Laufe 1 - 4, berechnet aus
GEF-dPCR-Daten.
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geringer als in Lauf 1. Im Gegensatz dazu unterschieden sich die CCR2-Editierungsraten stark
zwischen den einzelnen Laufen. Besonders hohe CCR2-Editierunsraten von 18,5 % wurden
im Lauf 3 beobachtet. Die Reduktion der mRNA-Mengen im Lauf 4 auf 1/3 der Anfangsdosis
flhrte zu einer im Wesentlichen konservierten CCR5 On-Target-Aktivitat mit einer stark
reduzierten CCR2 Off-Target-Editierung (2 % im Endprodukt).

4.4.6 Geringe Frequenz lokaler chromosomaler Aberrationen

Das simultane Schneiden sowohl am CCRb5-Lokus als auch im CCR2 Off-Target kann, wie
bereits in Abschnitt 4.3.2 beschrieben, auf unterschiedliche Weise zu grofieren Aberrationen
im Chromosom fliihren. Um solche Aberrationen in den finalen Zellprodukten zu identifizieren,
wurden mittels dPCR die Deletion des 15-kb-Fragments zwischen den beiden TALEN-
Bindungsstellen an CCR5 und CCR2 (dKO), die Inversion (Inv) und die Insertion des
Fragmentes in den CCR5-Lokus des zweiten Allels (Ins) in den Laufen 2 - 4 analysiert. Die
dKO-Rate war in Lauf 3 mit 12,7 % am hochsten, wahrend die Raten bei Lauf 2 (7,4 %) und 4
(2,2 %) deutlich geringer waren. Wie auch in den Labormal3stabexperimenten, wurde die
Insertion des ausgeschnittenen 15-kb-Fragments in den am CIliniMACS Prodigy produzierten
Zellen beobachtet, jedoch mit niedrigen Frequenzen (Lauf 2: 1,1 %, Lauf 3: 1,3 % und Lauf 4:
0,6 %). Es wurde auch hier keine Inversionen des 15-kb-Fragments detektiert (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Das finale Produkt aus dem TCE Prozess wies Translokationen auf. Rate an Deletion (dKO)
und Insertion (Ins) des 15-kb-Fragmentes zwischen den CCR5-Uco-hetTALEN-Bindestellen am CCR5- und CCR2-
Lokus berechnet aus GEF-dPCR-Daten flir Lauf 2 - 4 aus Zellproben 216 h nach der Elektroporation.

4.4.7 TCE-produzierte Zelle zeigten biallelisch CCR5-Editierungen (> 60 %)

Die Erzeugung von T-Zellen, die gegen CCR5-tropisches HIV resistent sind, erfordert in der
Regel den Knockout beider CCR5-Allele. Um die Anzahl der Zellen mit monoallelischer
beziehungsweise biallelischer CCR5-Geneditierung durch die CCR5-Uco-hetTALEN zu
quantifizieren, wurde eine scHRMCA (siehe auch 4.1.2) fur die Laufe 2 und 4 durchgefuhrt.
Die Untersuchung ergab, dass etwa 67 % der analysierten Zellen fir Lauf 2 und 60 % der
analysierten Zellen fir Lauf 4 ein biallelisches Schmelzkurvenprofil aufwiesen
(Abbildung 40A). Von den Zellen mit biallelischer CCR5-Geneditierung zeigten 56 % (Lauf 2)
und 67 % (Lauf 4) ein homologes Schmelzprofil (Abbildung 40B).
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Abbildung 40: Die Mehrheit der modifizierten Zellen wies eine biallelische Geneditierung am CCR5-Lokus
auf. scHRMCA fiir Lauf 2 und 4. (A) Anteil der Zellen mit monoallelischem und biallelischem Schmelzkurvenprofil.
(B) Anteil an heterologen oder homologen Schmelzkurvenprofilen der biallelisch CCR5-editierten Zellen.

4.4.8 Finale Produkte der TCE-Laufe wiesen CCR5-Uco-hetTALEN-Kopien auf

Exogene Nukleinsauren koénnten bei Patienten eine Immunreaktion hervorrufen, daher sollten
hohe Mengen an TALEN mRNA oder Plasmid-DNA im Endprodukt vermieden werden. Die
Detektion von CCR5-Uco-hetTALEN mRNA und Plasmid erfolgte mittels RT-gPCR fiir die
Laufe 2 bis 4 mit Proben vom Erntetag (216 h nach der Elektroporation). Aus den C,-Werten
der RT-gPCRs wurde durch eine Standardkurve (Abbildung S4) die Anzahl der CCR5-Uco-
hetTALEN-Kopien berechnet und, wenn moglich, auf 1x108 Zellen hochgerechnet. Fiir den 2.
Lauf wurden 419 CCR5-Uco-hetTALEN-Kopien pro 1x10% Zellen im Endprodukt
nachgewiesen, das entspricht etwa 1 CCR5-Uco-hetTALEN-Kopie je 2400 Zellen. Niedrigere
Anzahlen an CCR5-Uco-hetTALEN-Kopien wurden in Lauf 3 (75 Kopien pro 1x10° Zellen, das
heilt 1 Kopie pro 13.300 Zellen) und Lauf 4 (54 Kopien pro 1x10°, das heilt 1 Kopie pro
18.500 Zellen) detektiert (Abbildung 41A). Aufgrund der fehlenden DNase-Behandlung der
RNA-Isolate, konnen die cDNA-Proben auch das CCR5-Uco-hetTALEN Plasmid enthalten,
das ebenfalls durch die verwendeten Primer in der zuvor beschriebenen RT-gPCR detektiert
wird. Daher erfolgte anschlieRend eine spezifische Detektion von CCR5-Uco-hetTALEN-
Plasmidkopien in den cDNA-Proben zu verschiedenen Zeitpunkten flir Laufe 2 - 4. In Lauf 2
und 4 konnten bis 96 h nach der Elektroporation noch bis zu 145 CCR5-Uco-hetTALEN-
Plasmidkopien detektiert werden. In keinem der getesteten Laufe konnte in den cDNA-Proben
im finalen Produkt (216 h nach Elektroporation) das CCR5-Uco-hetTALEN Plasmid
nachgewiesen werden (Abbildung 41B), demnach handelt es sich bei den zuvor detektierten
CCR5-Uco-hetTALEN-Kopien im finalen Produkt um mRNA-Kopien. Das Vorhandensein von
CCR5-Uco-hetTALEN-Plasmidkopien wurde ebenfalls in einer weiteren RT-qPCR-Analyse in
gDNA-Isolaten untersucht. In keiner der untersuchten gDNA-Proben konnte das CCR5-Uco-
hetTALEN-Plasmid nachgewiesen werden (Abbildung 41C). Darlber hinaus wurde wie im
Abschnitt 4.3.6 eine mdgliche Integration des CCR5-Uco-hetTALEN-Plasmids im CCR5-Lokus
in gDNA-Proben aus den Laufen 2 - 4 untersucht. In keiner der analysierten Proben liel3 sich
per RT-qPCR integriertes CCR5-Uco-hetTALEN-Plasmid nachweisen (Abbildung S15).
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Abbildung 41: Das finale Zellprodukt enthielt nur wenige CCR5-Uco-hetTALEN-Kopien. (A) Anzahl der
CCRS5-Uco-hetTALEN Kopien in cDNA-Proben aus RNA-Isolaten fiir Laufe 2 - 4 im finalen Produkt ermittelt Gber
eine RT-gPCR. Die Cp-Werte der Proben wurden, mit denen einer Plasmid-Standardkurve verglichen und die
CCRS5-Uco-hetTALEN Kopien daraus berechnet. (B) Anzahl der CCR5-Uco-hetTALEN Plasmidkopien in cDNA-
Proben aus RNA-Isolaten fiir Laufe 2 - 4 ermittelt Gber eine RT-gPCR. Jede Probe bei der mindestens 2 der 3
Replikate eine zum Standard passende Schmelzkurve anzeigte, wurde als positiv gewertet. Die Cp-Werte der
Proben wurden, mit denen einer Plasmid-Standardkurve verglichen und die CCR5-Uco-hetTALEN-Kopien daraus
berechnet. (C) Amplifikation des CCR5-Uco-hetTALEN Plasmids in gDNA-Proben mittels RT-qPCR. Tm aller
getesteten Proben in Replikaten. Die mittlere Schmelztemperatur der mitgelaufenen Standardverdiinnungsreihe
betrug 85,6 + 0,2 °C.

4.4.9 Keine CCR5-Uco-hetTALEN-Aktivitat in 9 der 10 untersuchten Off-Targets

Um die Off-Target-Aktivitat der CCR5-Uco-hetTALEN auch in den im CliniMACS Prodigy
produzierten CD4*-T-Zellen zu untersuchen, wurden Proben der Laufe 1 -4 ebenfalls per
ampNGS fir die Off-Targets PGC, UBXN10, ADYC2, CACNA1B, CXCR6, MAT2B, GLP1R,
SAMDA12, ASIC und CCR2 analysiert. Darliber hinaus wurde das On-Target CCR5
untersucht. Proben von Lauf 1 und 3 vor der TALEN-Behandlung dienten als Kontrollen. Wie
in den ampNGS-Daten fir die Proben aus dem Labormalstab (Abschnitt 4.3.4) wurden fir die
Off-Targets PGC und UBXN10 nur eine geringe Anzahl an Reads generiert (<600). Alle
anderen Targets wiesen zwischen 27041 - 108780 Reads pro Probe auf (Abbildung S16).
Auler CCR2, zeigte keines der potenziellen Off-Targets einen Hinweis auf eine CCR5-Uco-
hetTALEN Aktivitat (Abbildung 42). Im Einklang mit den friheren Experimenten im
Labormalstab war CCR2 das einzige bestatigte Off-Target mit Indelraten zwischen 1,8 % und
13,0 %. Fur das On-Target CCR5 wurden Indelraten zwischen 48 % -71 % ermittelt
(Abbildung 43A). Um auch hier die Indels genauer zu untersuchen wurde die Lange der Indels
gegen die Anzahl der Reads aufgetragen. Wie in den Experimenten im Labormalstab, zeigt
sich auch bei diesen Proben eine hohe Pravalenz von Indels mit einer Lange von 18 bp im
CCRb5-Lokus (Abbildung 43B). Im CCRZ2-Lokus fanden sich vor allem Indels mit einer Lange
von 1 bp, 9 bp oder 10 bp. Insgesamt waren die meisten Indels < 15 bp (Abbildung 43C).
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Abbildung 42: Auch fiir die TCE-Laufe wurde per ampNGS nur CCR2 als definitives CCR5-Uco-hetTALEN
Off-Target identifiziert. Anteil an Indel-Reads im Vergleich zur Read-Gesamtanzahl fiir 2 unbehandelte Proben
(Mock) und 4 CCR5-Uco-hetTALEN-behandelte Proben (TALEN) aus den 4 Laufen. Die schwarze durchgehende
Linie zeigt den jeweiligen Mittelwert der Proben an. Fiir UBXN10 konnte kein P-Wert bestimmt werden, da alle
Werte bei null lagen. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Welch’s {-Test. ns = nicht signifikant.
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Abbildung 43: ampNGS-Daten zeigten ahnliche CCR2 Off-Target und CCR5 On-Target Aktivitit der CCR5-
Uco-heTALEN in den TCE-Laufen (1 - 4) wie in den Experimenten im LabormaRstab. (A) Ermittelte Indelraten
fur CCR5 (Kreis, blau) und CCR2 (Quadrat, grau) der behandelten Proben von Lauf 1 -4 und unbehandelten
Proben (Mock) vor der Elektroporation von Lauf 1 und 4. (B) CCR5-Lokus. Anzahl der Indel-Reads aufgetragen
gegen die Indellange (1 - 35 bp) fur behandelte und unbehandelte Proben der Laufe 1 - 4. (C) CCR2-Lokus. Anzahl
der Indel-Reads aufgetragen gegen die Indellange (1 - 35 bp) fur behandelte und unbehandelte Proben der Laufe
1-4.
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5 Diskussion

Die Einfihrung von cART machte die HIV-Infektion zu einer chronischen, aber behandelbaren
Erkrankung mit einer fast normalen Lebenserwartung unter optimalen Bedingungen. Dennoch
sind lebenslange Therapien mit einer Reihe von Nachteilen verbunden, darunter
beispielsweise Arzneimittelresistenzen oder Wechselwirkungen mit Medikamenten in einer
alternden Bevélkerung. Zudem stellt eine HIV-Infektion fiir viele Patienten eine permanente
psychische Belastung dar - nicht zuletzt, weil diese Erkrankung immer noch stigmatisiert wird.
Daruber hinaus stellen HIV-Infektionen ebenfalls eine Herausforderung im Zusammenhang
mit anderen neuartigen Behandlungen, wie CAR-T-Zelltherapien dar, da die modifizierten T-
Zellen anfallig gegenuber HIV sind. Entsprechend besteht auch weiterhin ein grofer Bedarf
an alternativen Behandlungsstrategien fur HIV-positive Patienten. Einige dieser Strategien
kombinieren mehrere Behandlungsmethoden zu denen auch gentherapeutische Ansatze wie
die Genomeditierung gehoren. Als interessantes Ziel hat sich dafur der HIV-Korezeptor CCR5
herauskristallisiert, vor allem nach der erfolgreichen Eliminierung der HIV-Infektion bei zwei
Patienten als Resultat einer Transplantation hamatopoetischer Stammzellen von CCRS5-
negativen Spendern.''®120 [m Rahmen dieser Dissertation wurde die in unserem Labor bereits
entwickelte TALE Designernuklease, CCR5-Uco-TALEN, fiir eine zukinftige klinische
Anwendbarkeit weiter verbessert und umfassend charakterisiert. Dartber hinaus konnte fur
die optimierte CCR5-Uco-hetTALEN ein GMP-kompatibles Protokoll am CIliniMACS Prodigy
etabliert werden, dass eine Grundvoraussetzung flr die Translation in eine erste klinische
Studie darstellt.

5.1 Charakterisierung der CCR5-Uco-TALEN On- und Off-Target Aktivitaten

Fir die Translation der CCR5-Uco-TALEN in eine klinische Anwendung muss die Aktivitat der
Nuklease am On-Target und mdglichen Off-Targets genau untersucht werden. Die CCR5-
Editierungsrate, die durch die CCR5-Uco-TALEN induziert wird, ist abhangig von der
verwendeten mRNA-Menge.'®® Neben dem bereits untersuchten Dosiseffekt am On-Target
CCRS5 zeigte sich ebenfalls ein starker, linear verlaufender Dosiseffekt am Off-Target
CCR2.%61262 Eine genaue Dosierung der CCR5-Uco-TALEN ist daher wichtig fiir eine hohe
CCRS5 On-Target und moglichst niedrige CCR2 Off-Target Indelrate.

Zur Produktion CCR5-negativer Zellen muss bei den meisten Menschen die Geneditierung an
beiden CCR5-Allelen stattfinden. Da nicht alle primaren CD4*-T-Zellen CCR5 exprimieren,
Iasst sich der vollstadndige Knockout des Gens phanotypisch nicht nachweisen. Zudem kann
mittels der GEF-ddPCR nur eine durchschnittliche Rate an editierten CCR5-Genen in der
Zellpopulation ermittelt werden. Fur die Unterscheidung einer erfolgreichen Geneditierung

(monoallelisch vs. biallelisch) am CCR5-Lokus in primaren T-Zellen wurde daher in dieser

- 88 -



Diskussion

Arbeit die neue Technik der Hochauflésenden Schmelzkurvenanalyse fur Einzelzellen
(scHRMCA) entwickelt und erfolgreich angewendet. Wahrend andere Gruppen bereits zeigen
konnten, dass sich die HRMCA zur Unterscheidung von induzierten hetero- und homozygoter
Mutationen in Zellklonen oder gemischten Zellpopulationen eignet,260-263.264 konnte die Technik
hier fir die Anwendung an Einzelzellen weiterentwickelt werden. Da die Generierung von
Zellklonen aus primaren T-Lymphozyten (und vielen anderen Zelltypen) schwierig und
zeitaufwendig ist, dirfte die neue scHRMCA-Technik fir viele Gruppen, die im Bereich der
Geneditierung arbeiten, sehr nitzlich sein.

Anhand der scHRMCA zeigte sich, dass mehr als 75 % der editierten primaren T-Zellen
Mutationen in beiden CCR5-Allelen beherbergten. Diese Rate biallelischer Editierung war
deutlich hdher als in mehreren anderen Studien265-267 perichtet, aber &hnlich den von DiGiusto
et al. mit der Zinkfingernuklease SB-728 erhobenen Daten (> 72 % biallelische Editierung),
dort allerdings in hamatopoetischen Stammzellen.?%® Interessanterweise wiesen die meisten
biallelischen Mutationen im CCR5-Gen ein homologes Schmelzkurvenprofil auf, das auf nur
ein Amplikon in der PCR hinweist. Ahnliche Resultate wurden von Carlson et al berichtet, die
diese Editierung auf eine Homologie-vermittelte Reparatur (HDR) des 2. Allels unter
Verwendung des bereits editierten Schwesterchromosoms zuriickfihrten.?¢® Eine weitere
mogliche Erklarung fur die beobachteten homologe Schmelzkurvenprofile ware eine fehlende
Amplifikation eines Allels aufgrund groéRerer Deletionen (lber die Primerbindungsstellen
hinaus), wie sie in dieser Arbeit ermittelt werden konnten, sodass es sich eigentlich um eine
heterologe biallelische Editierung handeln wirde. Alternativ kdnnte ein gehauftes Auftreten
der mikrohomologiebasierten End-zu-End Verknipfung (MMEJ) zu homologen biallelischen
Editierungen in beiden Allelen gefiihrt haben. Tatsachlich wird dies durch die Ergebnisse des
Amplikon Next Generation Sequencing (ampNGS) nahegelegt, bei dem sehr viele der
detektierten Reads identische Deletionen zwischen Mikrohomologien aufwiesen.
Off-Target-Effekte, die durch Designernukleasen verursacht werden, stellen ein potenzielles
Risiko in der Gentherapie dar. Im schlimmsten, aber relativ unwahrscheinlichen Fall konnte
eine Off-Target-Aktivitdt direkt zu Mutationen in Onkogenen oder Tumorsupressorgenen
fihren. Nicht unwahrscheinlich ist jedoch, dass die gleichzeitige Induktion mehrerer
Doppelstrangbriiche in chromosomalen Aberrationen, wie zum Beispiel Deletionen oder
Translokationen, resultiert. Solche Aberrationen koénnen eine maligne Transformation
entweder ebenfalls direkt, Uber die Aktivierung von Onkogenen (Translokationen) oder den
Verlust von Tumorsuppressorgenen (Deletionen), oder auch indirekt Gber die Induktion einer
Genominstabilitdt verursachen. Wahrend die direkten Effekte unmittelbar zu typischen
Kennzeichen von Krebszellen (,hallmarks of cancer*) wie unbegrenztes Wachstum oder auch
Apopotoseresistenz fihren, stellt die Genominstabilitdt nach Weinberg und Hanahan ein

krebsforderndes Merkmal dar.27°
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden mdgliche Off-Target-Aktivitdten der CCR5-Uco-TALEN an
10 ausgewahlten, in silico vorhergesagten Loci mittels ampNGS untersucht. Zwei der
vorhergesagte Loci, CCR2 und GPCS5, konnten als eindeutige Off-Targets der CCRS5-Uco-
TALEN identifiziert werden. Darlber hinaus zeigten drei weitere Loci VWA8, RAPGEF2 und
LDOCT1 erhéhte Zahlen von Reads mit Deletionen > 4 Basenpaaren in einigen der Proben,
wodurch eine CCR5-Uco-TALEN Aktivitat an diesen Loci als mdglich angesehen wird. Wichtig
ist an dieser Stelle, dass die CCR5-Uco-TALEN die Wildtyp Fok1-Schneidedoméane enthielt,
die eine Homodimerisierung zweier gleicher TALEN-Arme (zwei linke bzw. zwei rechte
TALEN-Arme) ermoglichte. Tatsachlich zeigte eine genauere Betrachtung der in silico
Vorhersagen, dass mit Ausnahme von CCR?2 sich viele der identifizierte und alle untersuchten
Off-Targets auf die Aktivitdit homodimerer TALEN-Paaren zurlckfihren lieRen. Die CCR5-
Uco-TALEN wies zwar im Vergleich mit einigen anderen Designernukleasen'94268 gine
niedrige Anzahl an bestatigten Off-Targets und nur eine niedrige Aktivitat an diesen Loci auf,
dennoch sollte die Wahrscheinlichkeit auftretender, moglicherweise auch noch unentdeckten

Off-Targets fur eine klinische Anwendung auf das unvermeidliche Minimum reduziert werden.
5.2 Optimierung der CCR5-Uco-TALEN fiir klinische Anwendungen

Das Risiko von Off-Target-Schnitten ist bei ZFN aufgrund der kirzeren Zielsequenzen und des
sog. Cross-talk-Effekts deutlich héher als bei TALEN. Da sich auch dort das Problem der
Homodimerisierung der Fok1-Schneideomane, wurden von Doyen et al bereits 2011
unterschiedliche obligat heterodimere Varianten entwickelt.??” Die obligat heterodimeren
Varianten sind abgeleitet von der homodimeren Wildtyp Fok1-Schneidedoméane und enthalten
Mutationen an spezifischen Stellen im offenen Leserahmen.??4227.271 Diese Mutationen
destabilisieren die Dimerisierung der zwei Fok1-Schneidedomanen vermutlich durch eine
Verringerung der Bindungsenergie, wodurch die Nukleaseaktivitat stark reduziert wird. Die so
verringerte beziehungsweise nicht mehr nachweisbare Aktivitdt an homodimeren Off-Targets
wurde durch unterschiedliche Gruppen bestatigt.?25227.271.272. Aufbauend auf jenen Arbeiten
wurde die homodimere Fok1 auch in der CCR5-Uco-TALEN gegen verschiedene obligat
heterodimere Nukleasedomanen ausgetauscht. Tatsachlich konnte flir die obligat
heterodimeren CCR5-Uco-TALEN-Varianten keine Off-Target-Aktivitat am homodimeren Off-
Target GPC5 mehr nachgewiesen werden. Dies war jedoch auch mit einer reduzierte On-
Target-Aktivitat der neuen obligat heterodimeren CCR5-Uco-TALEN-Varianten im Vergleich
zur homodimeren CCR5-Uco-TALEN (bei gleicher mRNA-Konzentration) verbunden, ein
Resultat, das auch von Knipping et al beobachtet wurde.?”®> Zwei der 4 getesteten
heterodimeren TALEN Varianten (DAD/RVR) zeigten sogar eine sehr geringe On-Target
Aktivitat von unter 3 %. Durch Anpassung der eingesetzten mRNA-Konzentrationen konnten

fur die Variante 1 jedoch die gleichen Raten an CCR5-Editierung wie bei der homodimeren
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CCR5-Uco-TALEN erreicht werden. Variante 1 wurde danach als CCR5-Uco-hetTALEN
bezeichnet und charakterisiert.

Wie oben erwahnt handelte es sich bei den in silico vorhergesagten wahrscheinlichsten Off-
Targets der CCR5-Uco-TALEN, CCR2 ausgenommen, nur um homodimere Off-Targets, fir
die dann die entsprechenden ampNGS-Analysen durchgefiihrt wurden. Daher war es
notwendig, fir die obligat heterodimere CCR5-Uco-hetTALEN eine neue in silico-Analyse zur
Identifikation der 10 wahrscheinlichsten Off-Targets (inklusive CCRZ2) durchzufihren. Die
folgende ampNGS erbrachte keinen Hinweis auf eine Nukleaseaktivitdit der CCR5-Uco-
hetTALEN an 9 der TOP10 vorhergesagten Off-Targets (auBer CCRZ2). Diese Daten
unterstreichen die weiter verbesserte Spezifitat der obligatorisch heterodimeren CCR5-Uco-
hetTALEN im Vergleich zur homodimeren CCR5-Uco-TALEN. Fir das Off-Target CCR2
zeigten die ampNGS-Daten fiir die mit CCR5-Uco-hetTALEN behandelten Proben ahnliche
Indelraten fur die CCR5-Uco-TALEN. Die Aktivitat der CCR5-Uco-hetTALEN am CCR2-Lokus
wird durch die Bindung der linken und rechten TALEN induziert, sodass die Einfuhrung der
obligat heterodimeren Fok1-Schneidedomane wie erwartet keinen Einfluss auf die Aktivitat an
diesem Off-Target hatte. Aus diesem Grund mussen, wie bereits erwahnt, die mMRNA-Mengen
fur die CCR5-Uco-hetTALEN in zukinftigen klinischen Anwendungen sorgfaltig angepasst
werden, um die Off-Target-Aktivitdt am CCR2 Lokus zu minimieren. Zugleich kann an dieser
Stelle nochmals darauf verweisen werden, dass bereits die CCR5-Uco-TALEN im Vergleich
zu anderen CCR5-Designernukleasen, einschliellich der bereits klinisch verwendeten ZFN, %7
eine deutlich niedrigere Off-Target-Aktivitat aufwies.!93.194268 Zysammenfassend konnte
gezeigt werden, dass die CCR5-Uco-hetTALEN ein sehr gutes Sicherheitsprofil hat. Auch
wenn das Vorhandensein von weiteren Off-Targets nicht vollig ausgeschlossen werden kann,
ist ihre Wahrscheinlichkeit mit der obligat heterodimeren Variante vergleichsweise gering, da
fir die Induktion eines Doppelstrangbruches (DSB) eine Dimerisierung der Fok1-
Schneidedoméane unabdingbar ist.?”# Dennoch sind weiterfiihrende Untersuchungen
moglicher Off-Targets durch alternative Methoden (z. B. GUIDE-Seq oder IDLV), die keine

vorherige in silico Identifikation bendétigen, sinnvoll.275276
5.3 Charakterisierung der CCR5-Uco-hetTALEN fiir klinische Anwendungen

Nachdem die Reduktion der Off-Target Aktivitdt durch die Einfihrung einer obligat
heterodimeren Schneidedomane in der Designernuklease gezeigte wurde, erfolgten
anschlieRend alle weiteren Charakterisierungen mit CCR5-Uco-hetTALEN behandelten
Zellen. Neben der bereits untersuchten Aktivitat der CCR5-Uco-hetTALEN an potenziellen Off-
Targets ist es ebenfalls relevant, die Auswirkungen am On-Target CCR5 zu kennen. CCR5
ampNGS-Daten aus CCR5-Uco-hetTALEN behandelten Proben wiesen am haufigsten eine

Deletion von 18 bp zwischen den TALEN-Bindungsstellen auf. Diese Deletion deutete auf die
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mikrohomologiebasierte  End-zu-End-Verknipfung (MMEJ) als einen  wichtigen
Reparaturmechanismus von DSBs in den Nuklease-behandelten humanen Zellen hin, was
ebenfalls von anderen Forschergruppen berichtet wurde.?’"-27° Diese Schlussfolgerung wird
durch die Beobachtung gestitzt, dass die gleiche 18-bp-Deletion im sehr ahnlichen Off-Target
CCR2 nicht vorhanden war, bei dem sich an dieser Position keine Mikrohomologie befindet.
Eine 18-bp-Deletion flihrt nicht zu einer Verschiebung des offenen Leserahmens im CCR5-
Gen, sondern stattdessen zum Verlust von sechs Aminosauren in der ICL1 des CCR5-Proteins
(Abbildung 4). Wie weiterfuhrende Experimente innerhalb unserer Arbeitsgruppe zeigten, fihrt
diese Deletion (CCR52%%560) zum nahezu vollstandigen Verlust der CCR5-
Zelloberflachenexpression. Berichte aus Studien zu den natirlich vorkommenden Varianten
CCR5R®0S ynd CCR5Y%%Q, die beide ebenfalls eine reduzierte Oberflachenexpression
aufweisen beziehungsweise zu einer beschleunigte Internalisierung fiihren, deuten auf eine
Schlisselfunktion der ICL1 fir die Zelloberflachenexpression von CCR5 hin.?8%-282 Demnach
liegt der Schluss nahe, dass Geneditierungen im Bereich der CCR5-Uco-hetTALEN-
Bindestellen in der ICL1 auch ohne Zerstérung des ORF zu HIV-resistenten Zellen fiihren
kdénnen.

Die Translation der CCR5-Uco-hetTALEN in die Klinik erfordert dartiber hinaus eine genaue
Bestimmung der Geneditierungskinetik am CCR5- und CCR2-Lokus in primaren T-Zellen. Zum
einen um einen geeigneten Zeitpunkt fur eine Qualitatskontrolle im Herstellungsprozess zu
bestimmen und zum anderen um maogliche spenderspezifische Unterschiede zu detektieren.
Die durchgeflihrten Experimente zur Kinetik der Geneditierung zeigten, dass die CCR5-Uco-
hetTALEN-Aktivitat am CCR5 Lokus innerhalb der ersten 48 h - 72 h nach der Elektroporation
stattfand. Folglich sollte die Effizienz der CCRb5-Editierung friihestens 3 Tage nach der
Elektroporation bestimmt werden - eine essenzielle Information fir die Planung der
Qualitatskontrollen innerhalb des Herstellungsprozesses am CIliniMACS Prodigy.
Interessanterweise fand die Geneditierung im Off-Target CCR2 durch die CCR5-Uco-
hetTALEN hauptsachlich innerhalb der ersten 24 h nach Elektroporation statt. Dies legt nahe,
dass eine Off-Target-Aktivitat bevorzugt auftritt, wenn Uberschissige Nuklease verfligbar ist.
Die Uberpriifung der Geneditierung zeigte auRerdem eine hohe Spenderabhangigkeit, sowohl
am On-Target als auch am Off-Target CCR2.

Die Aktivitdt von Designernukleasen kann nicht nur zur Induktion kleinerer Indel (< 35 bp),
sondern auch zu Deletionen mit einer Grof3e von Hundert bis mehreren Tausend Basenpaaren
fuhren. Bei Deletionen dieser GroRenordnung ist die Detektion der Mutation mit den in dieser
Arbeit benutzten Methoden (GEF-dPCR und ampNGS) nicht mehr mdglich. Daher wurde
durch eine weitere ddPCR die Anzahl der detektierbaren CCR5-Genkopien mit der Anzahl der
Genkopien eines Referenzgens (EPOR) verglichen. Die relative Kopienzahl (RCN) zwischen

CCR5 und dem Referenzgen EPOR wiesen 24 h nach der Elektroporation den héchsten
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Unterschied auf, was vermutlich auf eine hohe Anzahl an geschnittenen CCR5-Genen zu
diesem Zeitpunkt zurtickzufiihren ist. Unterschiede in den Genkopien zu spateren Zeitpunkten
hingegen konnten auf die Existenz von CCR5-Uco-hetTALEN induzierten Deletionen
hinweisen, die Uber die Bindungsstellen der PCR-Primer und -Sonden hinausgehen. Der
Nachweis einer 15 kb grofden Deletion am CCRb5-Lokus zwischen den TALEN-Bindestellen
am CCR5- und CCR2-Lokus unterstiitzt diese Vermutung. Folglich sind die ermittelten
Indelraten am On-Target CCR5 und vermutlich auch am Off-Target CCR2 aufgrund der PCR-
basierten Messmethode niedriger als der wirkliche Anteil geneditierter Zellen. Dieser Punkt
sollte bei der Festlegung von Produktkriterien fir die Herstellung gentechnisch veranderter
Zellen berticksichtigt werden. Eine Reihe von Studien wiesen die Entstehung chromosomaler
Veranderungen, wie Deletionen von mehreren Kilobasen durch unterschiedliche
Mechanismen nach.?83-285 Mit speziell entwickelten dPCR-Assays konnten in dieser Arbeit
ebenfalls Deletionen und Integrationen eines 15-kb-Fragmentes zwischen dem Off-Target
CCR2 und On-Target CCRS, die sich unmittelbar nebeneinander auf Chromosom 3 befinden,
detektiert werden. Diese chromosomalen Veranderungen konnten durch eine zeitgleiche
Induktion der Doppelstrangbriche oder aufgrund einer hohen Sequenzahnlichkeit durch eine
Homologie-vermittelte Reparatur entstehen. Im Gegensatz zu Berichten anderer Studien?26%.285
konnte in dieser Arbeit keine Inversion des 15-kb-Fragmentes detektiert werden. Allerdings
kénnten Indels im Bereich der reparierten Stellen zu einem Verlust der Primer- oder
Sondenbindung gefiihrt und somit eine Detektion verhindert haben.?%¢ Die vollstédndige
Deletion oder Integration des 15-kb-Fragments in das zweite CCR5 Allel wurde in den
Experimenten im Labormalfistab nur in niedrigen Frequenzen beobachtet. Wie zu erwarten,
zeigten die Ergebnisse aus den am CliniMACS Prodigy produzierten Zellen aus dem Lauf 3,
dass der Anteil der 15-kb-Fragment-Deletion mit der Erhéhung der CCR2 Off-Target-Aktivitat
zunimmt. Dies unterstreicht die Bedeutung einer kurzen und gut dosierten Expression der
CCR5-Uco-hetTALE Nuklease. Durch paralleles Schneiden der Loci CCR5 und CCR2 und
dem daraus resultierendem gleichzeitigen Knockout beider Gene, kénnten die Funktionalitat
der betroffenen T-Zellen verringern werden, insbesondere wenn beide Allele betroffen sind.®3
Da jedoch nur ein kleiner Bruchteil der T-Zellen diese Veranderungen haben wird, ist kein
Einfluss auf die Wirksamkeit des Zellproduktes zu erwarten.

Im Hinblick auf die Patientensicherheit ware jedoch weniger ein méglicher Funktionsverlust
der T-Zellen relevant als vielmehr potenziell wachstumsfordernde oder sogar transformierende
Ereignisse. In diesem Zusammenhang sind frihere Befunde aus unserer und kollaborierenden
Arbeitsgruppen wichtig die zeigen, dass sich primare T-Zellen im Gegensatz zu
Blutstammzellen nur sehr schwer transformieren lassen. Selbst nach der Transduktion mit
onkogenexprimierenden, mutagenen y-retroviralen Vektoren waren T-Zellen sehr resistent

gegen Transformationen.?7-2%0 AuRerdem sind inzwischen Tausende Patienten im Rahmen
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von adoptiven Immuntherapien mit sehr groRen Mengen an CAR- beziehungsweise TCR-
transgenen T-Zellen als Teil von klinischen Studien oder zugelassenen Therapien behandelt
worden. Bei vielen dieser Ansatze wurden und werden weiterhin die sehr mutagenen y-
retroviralen Vektoren eingesetzt, ohne dass dies zu vektorvermittelten Komplikationen gefiihrt
hatte.2?1-2%4 Auch erste Immuntherapiestudien mit TALEN- sowie CRISPR/Cas-editierten T-
Zellen, bei denen vergleichsweise hohe Frequenzen (bis zu 4 %) an Translokationen und
Deletionen beobachtet wurden, erbrachten keine Hinweise auf unerwiinschte
Nebenwirkungen.295.2%

Die langfristige Expression einer Designernuklease kann, wie oben dargestellt, die
Wabhrscheinlichkeit unerwiinschter Off-Target-Aktivitaten erhéhen. Zudem sind die beiden
Proteindomanen der TALEN bakterieller Herkunft, sodass sie im Menschen eine adaptive
Immunreaktion auslésen wiirden. Daher sollte zum Zeitpunkt der Infusion editierter Zellen in
den Patienten moglichst keine mRNA mehr vorhanden sein, die als Matrize fur die TALEN-
Translation dienen kdnnte. Darlber hinaus kann die Anwesenheit exogener Nukleinsauren in
Saugetierzellen auch zur Aktivierung des angeborenen Immunsystems flhren, dass der
Abwehr von Pathogenen wie Viren und Bakterien dient. Verschiedene Sensoren in den Zellen,
wie die sogenannten Toll-like Rezeptoren, erkennen fremde DNA oder RNA und aktivieren die
Expression von Molekilen, die lokale Entziindungsreaktionen auslésen.??”-2% |nsgesamt ist
es fur die klinische Anwendung eines Zellproduktes also wichtig, dass mdglichst keine
exogenen Nukleinsduren im Endprodukt enthalten sind. Im Rahmen dieser Arbeit wurde daher
die Menge an CCR5-Uco-hetTALEN Nukleinsduren (m RNA und Plasmid) in den behandelten
CD4*-T-Zellen untersucht. Dabei zeigten sich, sowohl im Labormafistab als auch in den am
CliniMACS Prodigy produzierten T-Zellen, minimale Reste an CCR5-Uco-hetTALEN mRNA
(bis zu 50 Kopien pro 25.000 Zellen). Die absoluten CCR5-Uco-TALEN-Kopienzahlen
variierten deutlich zwischen den verschiedenen Spendern. Da die Analyse des Referenzgenes
IPO8 keine groRen Unterschiede aufzeigte, lassen sich die Variationen in den CCR5-Uco-
TALEN-Kopienzahlen nicht mit ungleichen Mengen an Ausgangsmaterial oder
unterschiedlicher Prozessierung desselben erklaren. Eine mogliche Begriindung fir die
Varianz konnten unterschiedliche Proliferationsraten der T-Zellen der einzelnen Spender
bieten. Allerdings war in Lauf 2, bei dem die Zellzahlen kaum angestiegen sind, keine erhohte
Rate an CCR5-Uco-TALEN-Kopienzahlen im Vergleich zu den anderen Laufen zu
beobachten. Neben der Proliferationsraten, konnte auch der Abbau der mRNA in den
Spendern variieren. Der Abbau von mRNA in Zellen unterliegt unterschiedlichen
Mechanismen3 und ist abhangig von der Zelle und dem Aufbau der mRNA301.302 |nteressant
ware die direkte Detektion der mRNA in Zellen und die Untersuchung, ob bestimmte T-
Zellpopulationen die mRNA langsamer abbauen, beziehungsweise ob sich die verbliebenen

CCRb5-Uco-hetTALEN-Kopien in einzelnen Zellen befinden oder normalverteilt sind. Um den
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Abbau der bisher verwendeten mRNA zu beschleunigen, kénnte diese modifiziert werden,
damit im finalen Zellprodukt keine Kopien der CCR5-Uco-TALEN mehr vorhanden sind.
Mogliche Modifikationen mussten allerdings auf ihre Aktivitat im Vergleich zur nicht
modifizierten mMRNA getesteten werden. Uberraschenderweise wurde im Verlauf der ersten
RT-gPCR Experimente zum Nachweis der CCR5-Uco-hetTALEN mRNA in der cDNA eine
Kontamination der RNA-Proben mit dem fur die IVT verwendeten CCR5-Uco-hetTALEN
Plasmiden festgestellt. Aus diesem Grund wurden alle Proben mit zwei flir das Plasmid
spezifischen RT-qPCRs zur Detektion von integriertem Plasmid und allen Plasmidkopien
erneut untersucht. Damit konnte das CCR5-Uco-hetTALEN Plasmid bis zu 120 h nach der
Elektroporation nachgewiesen werden. Zu keinem Zeitpunkt konnte eine Integration des
linearisierten IVT-Plasmids in den CCRb5-Lokus nachgewiesen werden. In keiner der
untersuchten Proben wurde zu einem spateren Zeitpunkt das CCR5-Uco-hetTALEN Plasmid
detektiert, sodass die Ubertragung geringer Plasmidmengen wéahrend der mRNA-

Elektroporation fur die klinische Anwendung nicht relevant sein duirfte.

5.4 Etablierung eines GMP-kompatiblen Prozesses fiir die Produktion
CCR5-editierter CD4*-T-Zellen

Die Umsetzung von Gentherapiekonzepten in eine klinische Anwendung stellt eine grolRe
Herausforderung dar. Dazu gehért nicht nur die Entwicklung und Organisation klinischer
Studien, sondern auch die Herstellung der zellularen medizinischen Gentherapieprodukte
(Gene Therapy Medicinal Products, GTMP) fur die klinische Anwendung gemal den
Vorschriften der guten Herstellungspraxis (GMP) und im Einklang mit den einschlagigen
Biosicherheitsrichtlinien (Gentechnikrecht, Infektionsschutzgesetz), was spezielle Reinrdume
und viel hochqualifiziertes Personal erfordert. Besonders wichtig wird das Thema Biosicherheit
bei CD4*-T-Zellen von HIV-positiven Patienten, da dann die SchutzmaRnahmen noch Uber
den normalerweise geforderten Sicherheitsstandard S2 hinausgehen mussen.

Im letzten Teil der vorgelegten Arbeit wurde ein GMP-kompatibles Protokoll am CIliniMACS
Prodigy zur automatisierten Produktion von CCRb5-editierten CD4*-T-Zellen etabliert, das
dabei helfen soll, einige der oben genannten Herausforderungen zu bewaltigen. In den letzten
Jahren wurden am CIliniMACS Prodigy mehrere Protokolle zur automatisierten Separation und
Transduktion humaner Zellen etabliert.3°3-308 Durch die vorliegende Arbeit konnte ein neuer
Prozess hinzugefiigt werden, der die gezielte, TALEN-vermittelte (CCR5-) Geneditierung auf
Basis der mRNA-Elektroporation in CD4*-T-Zellen erméglicht und eine grofie Anzahl (CCR5-)
editierter CD4*-T-Zellen generiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 4 TCE-Laufe am CliniMACS Prodigy mit einem angepassten
Protokoll zur Geneditierung von T-Zellen auf Basis der mRNA-Elektroporation durchgefiihrt,

welches folgende Einzelschritte umfasste: (i) Separation von CD4*-Zellen aus dem Buffy Coat
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gesunder Spender und Aktivierung von T-Zellen, (ii) Elektroporation der aktivierten
CD4*-T-Zellen mit mRNA der optimierten CCR5-Uco-hetTALEN, (iii) Expansion der T-Zellen
und (iv) Ernte des genveranderten Zellprodukts. Bei der Separation der CD4*-Zellen wurden
vor allem CD4*-T-Zellen angereichert mit einem geringen Anteil von Monozyten, vermutlich
aufgrund einer niedrigen CD4-Expression in einem Teil dieser Zellen.30%31% Wahrend des
12-tagigen Prozesses konnten die T-Zellen, mit Ausnahme von Lauf 2 mit nur 1x108 Zellen im
Endprodukt, um mindestens das 11-fache der eingesetzten Zellzahl auf 1,65x10° - 5,00x10°
expandiert werden. Die geringe Expansion im 2. Lauf Iasst sich sehr wahrscheinlich auf einen
Ausfall der zentralen CO»-Versorgung in unserem Forschungsgebdude zum Zeitpunkt der
Aktivierung zurickfihren. Die finalen absoluten Zellzahlen aus dieser Arbeit ahnelten den
Ergebnissen anderer Autoren, wobei die Zellvermehrung in unseren Experimenten im direkten
Vergleich geringer war, da in jenen Studien mit niedrigeren Ausgangszellzahlen gearbeitet
wurde.3'":312 Zu berlcksichtigen ist auch, dass in den genannten Studien ein T-Zell-
Transduktionsprozess (TCT) am CIiniMACS Prodigy durchgefuhrt. Im Gegensatz dazu
umfasste der hier beschriebene Prozess die Elektroporation von Zellen, die Einfuhrung einer
TALE-Nuklease und die Inkubation der elektroporierten Zellen fiir 24 h bei 32 °C, was zu einer
Wachstumsverzdgerung gefuhrt haben konnte.

Subpopulationen von T-Zellen variieren in ihrer Uberlebensrate und der Fahigkeit zu
proliferieren. Bei den meisten Gentherapien, so auch bei der Behandlung von HIV-Patienten,
ist ein Zellprodukt gewlinscht, welches langfristig im Kérper Gberlebt. Ein signifikanter Befund
war daher der hohe Anteil (25 % - 42 %) an langlebigen zentralen Gedachtnis-T-Zellen in den
finalen Zellprodukten der TCE-Laufe, wie es ebenfalls von Zhu et al und Mock et al fir TCT-
Prozesse beschrieben wurde.313:314 |n zwei der TCE-L&ufe konnten ebenfalls 5,0 % bzw. 1,9 %
stammzellahnliche Gedachtnis-T-Zellen beobachtet werden. Diese Raten waren jedoch
geringer als von Mock et al berichtet.3'4

Besonders wichtig fur die klinische Testung ist jedoch, dass in allen 4 TCE-Laufen hohe CCR5-
Editierungsraten von mindestens 65 % beobachtet wurden und die scHRMCA-Analysen der
finalen Zellprodukte zweier TCE-Laufe ebenfalls hohen Raten einer biallelischen
Geneditierungen im CCR5-Lokus (67 % und 60 %) aufzeigten. Davon ausgehend ergibt sich
ein Anteil von mindestens 40 % an biallelisch CCR5-editierten Zellen (65 % x 65 %) in der
Gesamtpopulation. Aus den ampNGS-Daten am CCR5-Lokus und den Untersuchungen zur
Expression der CCR52%5-60 VVariante (18-bp-Deletion) Iasst sich darliber hinaus ableiten, dass
der Grofiteil der Geneditierungen (71 % - 77 %) zu einem Verlust der CCR5-Expression in den
biallelisch editierten Zellen fuhrt. Auf Grund der mdglichen Beteiligung der ICL1 im Transport
von CCRS5 zur Zelloberflache ist vermutlich sogar ein grofierer Anteil der biallelisch editierten
Zellen (insgesamt etwa 30 %) CCR5-negativ. In der klinischen Studie von Tebas et al'% mit

der CCR5-ZFN zeigten sich nur bei einem Patienten Hinweise auf eine klinische Wirksamkeit
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im Sinne der Unterdriickung der Virusreplikation. Jener Patient war heterozygot fiir das
CCRb5A32-Allel, so dass das ihm infundierte Zellpraparat trotz der relativ geringen Aktivitat der
CCR5-ZFN einen kompletten CCR5-Knockout in knapp 20 % der Zellen aufwies. Der Anteil
komplett geschutzter Zellen ist nach Behandlung mit dem in dieser Arbeit entwickelten
Protokoll somit, selbst bei Patienten ohne das CCR5A32-Allel, um mindestens ein Drittel
hoher. Gleichzeitig bestatigte sich in den TCE-Laufen die, bereits im Labormalstab
beobachtete, Spenderabhangigkeit und der Dosiseffekt der TALEN-vermittelten Geneditierung
am On-Target CCR5 und Off-Target CCR2. In Einklang mit frilheren Daten'®® erreichte das
On-Target CCR5 bei hohen TALEN-mRNA Konzentrationen ein Plateau, wahrend das Off-
Target CCR2 weiter linear zunahm. Tatsachlich zeigte sich im 3. TCE-Lauf trotz gleicher
mRNA-Menge wie im 2. Lauf eine deutlich erhéhte CCR2 Off-Target-Rate, was die Spender-
wie auch Dosisabhangigkeit der beobachteten Effekte bestatigt. Im letzten TCE-Prozess
wurde eine 3-fach geringere mRNA-Menge, bezogen auf den ersten TCE-Lauf, verwendet,
ohne dass die CCR5-Editierung dadurch erheblich beeintrachtigt wurde. Hingegen konnte die
CCR2 Off-Target-Aktivitat starke reduziert werden. Diese Beobachtung macht aullerdem
deutlich, dass eine direkte Hockskalierung der mRNA-Menge von Labormalistab auf den
CliniMACS Prodigy Prozess nicht immer erfolgreich ist. Mogliche Grinde dafur kdnnten in den
verschiedenen verwendeten Elektroporationskiivetten und in etwas unterschiedlichen
Mischungsverhaltnis von mRNA und Zellen liegen.

Zusammenfassend konnte ich die zuvor entwickelte CCR5-spezifische TALEN (CCR5-Uco-
TALEN) erfolgreich fir eine mogliche klinische Anwendung verbessern und umfassend
charakterisieren. Darliber hinaus konnte ich einen GMP-kompatiblen Prozess am CliniMACS
Prodigy zur Herstellung CCRb5-editierter CD4*-T-Zellen etablieren. Hervorzuheben ist
insbesondere, dass die CCRS5-Uco-hetTALEN auch in dem groRmalstabigen, GMP-
kompatiblen Herstellungsprozess zu einer effizienten, mehrheitlich biallelischen Geneditierung
des CCR5-Lokus in den primaren, humanen T-Zellen fihrte. Da der Groliteil der dabei
entstehenden Indels zu einer Verschiebung des offenen Leserahmens oder, im Falle der
18-bp-Deletion, zu einer verhinderten Zelloberflachenexpression von CCR5 flihren kann, ist
davon auszugehen, dass die meisten der biallelisch editierten Zellen gegen HIV geschitzt
sind. So legt die Charakterisierung der verbesserten CCR5-Uco-hetTALEN und das etablierte
GMP-kompatible Protokoll die Grundlage fir die Translation neuartiger Zelltherapien mit
weitgehend geschutzten T-Zellen in die klinische Anwendung zur Behandlung HIV-positiver
Patienten. Basierend auf der Flexibilitdt der CliniMACS-Plattform kann der hier vorgestellte
Prozess problemlos mit weiteren Modifikationen, z.B. einer Transduktion der T-Zellen mit
CAR-Vektoren, kombiniert werden und gestattet so ein weites Repertoire an

Einsatzmdglichkeiten.
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Tabelle S1: Parameter fiir die in silico Berechnung von Off-Targets mittels dem Paired Target Finder.

Homodimere TALEN

Heterodimere TALEN

Genom Homo sapiens (promoterome) Homo sapiens (promoterome)

RVD 1 NK HD NG NK NG HD NI NG HD NG | NK HD NG NK NG HD NI NG HD NG
HD NI NG HD NG NN HD NI NG HD NG NN

RVD 2 NI NN NI NG NN NG HD NI NK NG NI NN NI NG NN NG HD NI NK NG

HD NI NG NK HD NG HD NG

HD NI NG NK HD NG HD NG

Spacer-Liange 15-30 10-30
Score cut off 4.0 4.0
1. RVD T oder C T oder C
Dimertyp beide nur Heterodimere
Scoring Matrix Doyle et al. Doyle et al.

Tabelle S2: Parameter fiir die in silico Berechnung von Off-Targets mittels dem PROGNOS.

Homodimere TALEN

Heterodimere TALEN

Nuklease-Typ

TALEN

TALEN

Sequenzeingabe

Komplementare Stréange

Komplementare Strange

RVD-Sequenz
links

01NKO02HDO3NG04NKO5NKO6NGO7
HDO8NIOONG10HD11HD12NG13HD
14NI115NG16HD17HD18NG19NN

01NKO02HDO3NG04NKO5NKO6NGO7
HDO8NIOONG10HD11HD12NG13HD
14NI15NG16HD17HD18NG19NN

RVD-Sequenz

01NIO2NNO3NI0O4NGO5SNNO6NGO7H
DO8NIOONK10NG11HD12NI13NG14

01NI0O2NNO3NI0O4NGOSNNO6NGO7H
DO8NIOONK10NG11HD12NI13NG14

rechts NK15HD16NG17HD18NG19NG NK15HD16NG17HD18NG19NG
Fehlpaarungen 7 7
Spacer-Liange 10-30 10-30
Homodimer Ja Nein
Genom Human (hg19) Human (hg19)

Tabelle S3: Ergebnisse der in silico Berechnung von Off-Targets mittels dem Paired Target Finder und
PROGNOS fiir die homodimere CCR5-Uco-TALEN innerhalb der ersten 10 Rénge.

Rang Paired Target Prognos RVD - | Prognos RVD Prognos Paired Target
Finder — nur T nurT - advanced RVD Finder - all
- all

1 CCR5 CCR5 CCR5 CCR5 CCR5

2 CCR2 CCR2 CCR5 CCR2 CCR2

3 RAPGEF2 RAPGEF2 CCR2 LDOC1 RAPGEF2

4 MUC16 GPC5 LDOC1 SPANXA2 LARGE

5 GPC5 VWAS SPANXA2 RAPGEF2 MUC16

6 VWAS8 BRS3 RBMY1A3P RBMY1A3P KIRREL

7 BRS3 LINC00534 RAPGEF2 TTTY13 EPM2A

8 ARHGAPG6 TMTC2 UBXN10 LRRC7 IQSEC2

9 SEMA3C SEMA3C LRRIQ3 RTN1 GPC5

10 IFNE ARHGAPG6 TTTY13 KIRELL VWAS8
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Tabelle S4: Ergebnisse der in silico Berechnung von Off-Targets mittels dem Paired Target Finder und

PROGNOS fiir die heterodimere CCR5-Uco-TALEN innerhalb der ersten 15 Réange.

Rang Paired Target Finder — Prognos —nur T Prognos RVD - | Prognos RVD -
T oder C advanced T oder C
1 CCR5 CCR5 CCR5 CCR5
2 CCR2 CCR2 CCR2 CCR2
3 CACNA1B MAT2B HS6ST3 MAT2B
4 ASIC-202 UBXN10 LRRIQ3 UBXN10
5 SAMD12 LRRIQ3 ADCY2 LRRIQ3
6 ADCY2 CSNK1G2 SAMD12
7 SAMD12 EPHA7 GLP1R
8 MTMA1 MTMA1 LOC286114
9 CLV31 AGBL3 LPHN2
10 GLP1R FAM41AY1 KLHL4
11 LOC286114 DPP10 PGC
12 EIF3IP1 EIF3IP1 NEK11
13 LPHN2 TMTC2 LOC100124692
14 KLHL4 CXCR6 ARHGAP10
15 AACS DAOA-AS1 FMN1

Tabelle S5: Ausgewahlte Off-Targets der homodimeren CCR5-Uco-TALEN fiir die ampNGS.

Genlokus g;':g,?:;ﬂ't‘g) Chromosom TALEN 1 TALEN 2 Arm
s | o moweer |,
Muers e 19 | céroatactt | cactrotcer | -
w ||| SIS T ACOR
e ||| Soiag [ AGeuel
e | e | |TSCCOT ACCCRET|
osor | s | x| SOES ST
ws | w | x| Dol fooms
RAPGEF2 | %8 ¢ | "TAtectoar | oactamamar | R
oot | w | x| cscioe|Toreeen
o | | 1| e oo
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Tabelle S6: Ausgewahlte Off-Targets der homodimeren CCR5-Uco-TALEN fiir die ampNGS.

Genlocus | T ehipaarung | Chromo TALEN 1 TALEN 2
-links/rechts -som
TGCTGGTCATCCTCATC | AAGAGCATGACTGACAT
CCR2 3/3 3| eag ANG
CXCRS6 215 3 L(I?A(\JTGGTCGTCCTCATC /TAQGTGCTTGACTGACATT
GLPIR . s %CTGGTCATATCCATCT g,_AI_\_CI_;AGCCTGACGGATGT
CACNA1B 26 o 'CI;'_I;%GGGTCATCTGCATC é;iTGCAAGACAGACAT
ASIC.202 o8 - gé_CI_sCCTTAAGACATGCT g%:TGGCCATCCTCCTG
SAMDA2 o4 o $LCTTGTCATCATCATCA g@réATGCCAGACCAGAT
ADCY?2 ) 5 I\(_?TAAGTCAGACATTCTC %TTAGCCTTCCTCATCC
TGCGGGTGAGCCTCATC | AAGAGAAAGACTGAAAT
PGC 7/4 6 | as ARG
MAT2B 23 5 g_ll'_((.‘;TTGTGGGCCCCATC é#iAGCATTCCTGGCAT
TATCTGGAGACCATGCT | CAGGATGGAGGTGACCA
UBXN10 713 1 ol CAG

Tabelle S7: Fiir ampNGS verwendeten Proben aus den Experimenten im LabormaRstab.

Proben- | Spender | Zell- Zytokine Dimertyp Arm mMRNA- mRNA-

number type Menge Produktion
1 B L 10 ug eigene
2 E L 10 ug eigene
3 A L+R 10 ug eigene
4 A L+R 20 ug eigene
5 B . L+R 10 eigene
6 B PBMCs IL-2 Homodimer L+R 10 Eg eigene
7 C L+R 10 ug eigene
8 D L+R 10 ug eigene
9 E L+R 10 ug eigene
10 E L+R 10 ug eigene
11 2 CD4* | IL-15 +IL-7 Keiner - -
12 3 PBMCs IL-2 Keiner - -
13 4 PBMCs IL-2 L+R 10 ug eigene
14 5 PBMCs IL-2 Heterodimer L+R 5 ug eigene
15 3 PBMCs IL-2 L+R 20 ug eigene
16 2 CD4* | IL-15 +IL-7 L+R 5 g BioNTech
17 2 CD4* | IL-15 +IL-7 L+R 7,5 ug BioNTech
18 2 CD4* | IL-15 +IL-7 L+R 10 pg BioNTech
19 6 CD4* IL-2 L+R 10 ug eigene
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Tabelle S8: Angaben zum Lokustyp und Position im humanen Genom fiir die untersuchten On- und Off-
Targets der CCR5-Uco-TALEN. Die Positionen im Genomlokus wurde Uber das webbasierte Programm
Ensemble im humanen Genom (GRCh38.p4 und 13) ermittelt.

Genomlokus TALEN 1 nach Genomlokus TALEN 2 nach
Genlokus Lokustyp Ensembl Ensembl
CCR5 Exon 3:46373047-46373067 3:46373085-46373105
CCR2 Exon 3:46357708-46357728 3:46357746-46357766
MUC16 Exon 19:8907812-8907832 19:8907847-8907867
VWAS Intron 13:41704215-41704235 13:41704259-41704279
KIRREL Intron 11:126960010-126960030 11:126960047-126960067
GPC5 Intron 13:91520343-91520363 13:91520379-91520399
IQSEC2 Intron X:53258265-53258285 X:53258306-53258326
BRS3 Intergenetisch X:136470544-136470564 X:136470589-136470609
RAPGEF2 | Intergenetisch 4:159928614-159928634 4:159928654-159928674
LDOC1 Intergenetisch X:141096898-141096918 X:141096933-141096953
SEMA3C Intergenetisch 7:81141123-81141143 7:81141166-81141186

Tabelle S9: Angaben zum Lokustyp und Position im humanen Genom fiir die untersuchten On- und Off-
Targets der heterodimeren CCR5-Uco-hetTALEN. Die Positionen im Genomlokus wurde iber das webbasierte

Programm Ensemble im humanen Genom (GRCh38.p4 und 13) ermittelt.

Genomlokus TALEN 1 nach Genomlokus TALEN 2 nach
Genlokus Lokustyp Ensembl Ensembl
CCR5 Exon 3:46373047-46373067 3:46373085-46373105
CCR2 Exon 3:46357708-46357728 3:46357746-46357766
CXCRG6 Exon 3: 45988128 - 45988147 3:45988160 - 45988179
GLP1R Exon 6: 39046907 - 39046926 6: 39046951 - 39046970
CACNA1B Intron 9: 140808143 - 140808162 9: 140808191 - 140808210
ASIC-202 Intron 17: 31957835 - 31957854 17: 31957879 - 31957898
SAMD12 Intron 8: 119526689 - 119526708 8: 119526731 - 119526750
ADCY2 Intron 5: 7668370 - 7668389 5: 7668405 - 7668424
PGC Promotor 6: 41715530 - 41715549 6: 41715567 - 41715586
MAT2B Intergenetisch 5: 163063841 - 163063860 5163063880 - 163063899
UBXN10 Intergenetisch 1: 20565574 - 20565593 1: 20565618 - 20565637

Tabelle S10: Parameter fiir das webbasierte Programm CRIPRESS02.0

Parameter Einstellung
Editing Tool Costum
Sequencing Paired end reads
design
Homology 50 %
I Center -10
Quantification Window size 30
Average >20
Single >10
. Base replacement (No
Quality Filter)
Exclude bp disabled
No Timming
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unbehandelte Probe TALEN-behandelte Probe

Amplitude FAM
Amplitude FAM
H

° 1000 2000 3000 4000 5000 000

Amplitude HEX Amplitude HEX

Abbildung S$1: Auswertung der Proben aus der GEF-dPCR anhand von zwei Beispielplots. Beide Graphen
(links unbehandelte Probe; rechts TALEN-behandelte Probe) zeigen die Ergebnisse einer GEF-dPCR am CCR5-
Lokus. Aufgetragen ist die Amplitude des HEX- (Referenzsonde) gegen die Amplitude des FAM-Kanals (Indel-
Sonde). Die grauen Punkte stehen fiir negative Tropfchen, die orangefarbenen Punkte fiir doppelt-positive
Trépfchen und die griinen Punkte fiir HEX-positive, FAM-negative Tropfchen.
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Abbildung S2: Beispielplot fiir die Auswertung der Proben aus der ddPCR fiir den Nachweis von
chromosomalen Aberrationen. Der Graph zeigt das Ergebnis einer ddPCR zur Detektion von chromosomalen
Aberrationen am CCR5- und EPOR-Lokus. Aufgetragen ist die Amplitude des HEX- (Aberration) gegen die
Amplitude des FAM-Kanals (EPOR). Die grauen Punkte stehen fur negative Tropfchen, die orangefarbenen Punkte

fir doppelt-positive Tropfchen, die blauen Punkte fir FAM-positive Tropfchen und die griinen Punkte fir HEX-
positive.

Amplitude FAM

1 - il

1000 2000 3000 4000 5000 €000

Amplitude HEX

Abbildung S3: Beispielplot fiir die Auswertung der Proben aus der ddPCR fiir den Nachweis der relativen
Kopienzahlen (RCN). Der Graph zeigt das Ergebnis einer ddPCR zur Bestimmung der RCN am CCR5- und EPOR-
Lokus. Aufgetragen ist die Amplitude des HEX- (CCR5) gegen die Amplitude des FAM-Kanals (EPOR). Die grauen
Punkte stehen fir negative Tropfchen, die orangefarbenen Punkte flir doppelt-positive Trépfchen, die blauen
Punkte fir FAM-positive Tropfchen und die griinen Punkte fir HEX-positive.
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Abbildung S4: Standardkurven der CCR5-Uco-hetTALEN Plasmid-Verdiinnungsreihen zum Nachweis von
CCR5-Uco-hetTALEN mRNA und Plasmid. Die Verdinnungsreihe der CCR5-Uco-hetTALEN Plasmide L+R
wurde in einer bestimmten Konzentration angesetzt und in Triplikaten in der jeweiligen RT-gPCR eingesetzt. Die
(Semilog) Linie wurde durch eine nichtlineare Regression mittels der geringsten quadratischen Methode in
GraphPad Prism 8.4.3 an die Datenpunkte angepasst. Gepunktete Linien stellen die Vorhersagelinien mit einem
Konfidenzintervall von 95 % an. (A) qPCR zur Detektion von CCR5-Uco-hetTALEN mit Primern hetTALEN1 und
hetTALEN2. R2-Wert = 0,9921. (B) gPCR zum Nachweis von CCR5-Uco-hetTALEN Plasmid in cDNA-Proben mit
Primern KanR1 und KanR2. R2-Wert = 0,9959. (C) gPCR zum Nachweis von CCR5-Uco-hetTALEN Plasmid in
gDNA-Isolaten mit Primern KanR1 und KanR2. R2-Wert = 0,9993.
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Abbildung S5: Schematische Darstellung der CCR5-Uco-TALEN im Vektor. Vor dem Transkript befindet sich
ein T7-Promotor zur in vitro Transkription vom mRNA. Die CCR5-Uco-TALEN enthalt das TALE-Protein (DNA-
Bindedomane) und die Sequenz der Fok1. Markiert sind die Mutationsstellen flr die heterodimeren Fok1-Varianten.
Hinter der Fok1 wurden zuséatzliche Restriktionsschnittstellen wie markiert eingefigt.
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Tabelle S11: Sequenzen der eingefiigten DNA-Fragmente mit den codonoptimierten Fok1-Varianten

Variante

Sequenz

WT

CAACTCGTGAAGAGTGAACTTGAGGAGAAGAAGTCCGAGCTGCGGCACAAGCTGA
AATACGTGCCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCAGAAACAGCACCCA
GGACAGAATCCTGGAAATGAAGGTCATGGAGTTCTTTATGAAGGTGTACGGCTACC
GGGGCAAGCACCTCGGAGGATCACGAAAGCCTGACGGCGCCATCTATACCGTGGG
CAGCCCTATTGATTACGGCGTGATCGTGGATACCAAGGCCTACAGCGGCGGCTAC
AATCTGCCTATCGGGCAGGCCGACGAGATGCAGAGATACGTGGAAGAAAACCAGA
CACGGAACAAGCACATCAACCCCAACGAGTGGTGGAAAGTGTACCCCAGCAGCGT
GACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCGTGTCCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAAGGCCC
AGCTGACCCGGCTGAACCACATCACAAATTGCAACGGCGCTGTGCTGTCTGTGGAA
GAACTGCTGATCGGCGGCGAGATGATCAAGGCCGGAACACTGACACTGGAAGAAG
TGCGGCGGAAGTTCAACAACGGCGAGATCAACTTCCGGTCCTGA

DAD

CAACTCGTGAAGAGTGAACTTGAGGAGAAGAAGTCCGAGCTGCGGCACAAGCTGA
AATACGTGCCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCAGAAACAGCACCCA
GGACAGAATCCTGGAAATGAAGGTCATGGAGTTCTTTATGAAGGTGTACGGCTACC
GGGGCAAGCACCTCGGAGGATCACGAAAGCCTGACGGCGCCATCTATACCGTGGG
CAGCCCTATTGATTACGGCGTGATCGTGGATACCAAGGCCTACAGCGGCGGCTAC
AATCTGCCTATCGGGCAGGCCGACGAGATGCAGGACTACGTGGAAGAAAACCAGA
CCAGAGACAAGCACGCCAATCCTAACGAGTGGTGGAAAGTGTACCCCAGCAGCGT
GACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCGTGTCCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAAGGCCC
AGCTGACCCGGCTGAACCACATCACAAATTGCAACGGCGCTGTGCTGTCTGTGGAA
GAACTGCTGATCGGCGGCGAGATGATCAAGGCCGGAACACTGACACTGGAAGAAG
TGCGGCGGAAGTTCAACAACGGCGAGATCAACTTCCGGTCCTGA

ELD

CAACTCGTGAAGAGTGAACTTGAGGAGAAGAAGTCCGAGCTGCGGCACAAGCTGA
AATACGTGCCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCAGAAACAGCACCCA
GGACAGAATCCTGGAAATGAAGGTCATGGAGTTCTTTATGAAGGTGTACGGCTACC
GGGGCAAGCACCTCGGAGGATCACGAAAGCCTGACGGCGCCATCTATACCGTGGG
CAGCCCTATTGATTACGGCGTGATCGTGGATACCAAGGCCTACAGCGGCGGCTAC
AATCTGCCTATCGGGCAGGCCGACGAGATGGAACGCTACGTGGAAGAAAACCAGA
CCAGGGACAAGCACCTGAATCCTAACGAGTGGTGGAAAGTGTACCCCAGCAGCGT
GACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCGTGTCCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAAGGCCC
AGCTGACCCGGCTGAACCACATCACAAATTGCAACGGCGCTGTGCTGTCTGTGGAA
GAACTGCTGATCGGCGGCGAGATGATCAAGGCCGGAACACTGACACTGGAAGAAG
TGCGGCGGAAGTTCAACAACGGCGAGATCAACTTCCGGTCCTGA

KKR

CAACTCGTGAAGAGTGAACTTGAGGAGAAGAAGTCCGAGCTGCGGCACAAGCTGA
AATACGTGCCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCAGAAACAGCACCCA
GGACAGAATCCTGGAAATGAAGGTCATGGAGTTCTTTATGAAGGTGTACGGCTACC
GGGGCAAGCACCTCGGAGGATCACGAAAGCCTGACGGCGCCATCTATACCGTGGG
CAGCCCTATTGATTACGGCGTGATCGTGGATACCAAGGCCTACAGCGGCGGCTAC
AATCTGCCTATCGGGCAGGCCGACGAGATGCAGAGATACGTGAAAGAGAACCAGA
CACGGAACAAGCACATCAACCCCAACGAGTGGTGGAAAGTGTACCCCAGCAGCGT
GACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCGTGTCCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAAGGCCC
AGCTGACCCGGCTGAACAGGAAGACAAATTGCAACGGCGCTGTGCTGAGCGTGGA
AGAACTGCTGATCGGCGGCGAGATGATCAAGGCCGGAACACTGACACTGGAAGAA
GTGCGGCGGAAGTTCAACAACGGCGAGATCAACTTCCGGTCCTGA

RVR

CAACTCGTGAAGAGTGAACTTGAGGAGAAGAAGTCCGAGCTGCGGCACAAGCTGA
AATACGTGCCCCACGAGTACATCGAGCTGATCGAGATCGCCAGAAACAGCACCCA
GGACAGAATCCTGGAAATGAAGGTCATGGAGTTCTTTATGAAGGTGTACGGCTACC
GGGGCAAGCACCTCGGAGGATCACGAAAGCCTGACGGCGCCATCTATACCGTGGG
CAGCCCTATTGATTACGGCGTGATCGTGGATACCAAGGCCTACAGCGGCGGCTAC
AATCTGCCTATCGGGCAGGCCAGAGAGATGCAGAGATACGTCGAGGAAAACCAGA
CACGGAACAAGCACATCAACCCCAACGAGTGGTGGAAAGTGTACCCCAGCAGCGT
GACCGAGTTCAAGTTCCTGTTCGTGTCCGGCCACTTCAAGGGCAACTACAAGGCCC
AGCTGACCCGGCTGAACAGAGTGACAAATTGCAACGGCGCTGTGCTGAGCGTGGA
AGAACTGCTGATCGGCGGCGAGATGATCAAGGCCGGAACACTGACACTGGAAGAA
GTGCGGCGGAAGTTCAACAACGGCGAGATCAACTTCCGGTCCTGA
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Abbildung S6: Darstellung der Klonierung einer Xhol-Schnittstelle

Abschnitt 3.4

in die TALEN-Plasmide zur

nachfolgenden Einfiihrung einer codonoptimierten Fok1-Variante. Nach der PCR-basierten Mutagenese zur
Einflhrung der Xhol-Schnittstelle, wurde das Fragment aus diesem Vektor zwischen den Restriktionsschnittstellen
XmaJl und Eam1104I| ausgeschnitten und in die Plasmide pCCR5-Uco-TALEN L und pCCR5-Uco-TALEN R wie
dargestellt eingefligt, da durch die PCR im Plasmid pCCR5-Uco-TALEN_Xhol auf Grund der Mutagenese
Mutationen in der TALEN entstanden sein kdnnten. Die roten Rander markieren die ausgeschnittenen Bereiche der

Plasmide, die fiir die Ligation verwendet wurden.
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Abbildung S7: Darstellung der Klonierung fiir die Einfiihrung der Fok1-Varianten in die CCR5-Uco-TALEN.
Alle 5 Fok1-Varianten (DAD, RVR, ELD, KKR und WT) wurden in beide Plasmide pCCR5-Uco-TALEN_Xhol L und
pCCRS5-Uco-TALEN_Xhol Uber die Restriktionsschnittstellen Xhol und Eam1104| wie dargestellt eingefugt. Die
roten Rander markieren die ausgeschnittenen Bereiche der Plasmide, die flr die Ligation verwendet wurden.
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Abbildung S8: Austausch des Ampicillinresistenzgens in den CCR5-Uco-hetTALEN Plasmiden (pCCR5-
Uco-TALEN-Fok1(ELD) L und pCCR5-Uco-TALEN-Fok1(KKR) R) gegen ein Kanamycinresistenzgen. Das
Kanamycinresistenzgen im Vektor E977 wurde Uber eine PCR amplifiziert und uber die Restriktionsschnittstellen
MauBI und Bst11071 in die angegebenen Plasmide kloniert. Die roten Rander markieren die Bereiche der Plasmide,

die fir die Ligation verwendet wurden.
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Abbildung S9: Einfiihrung einer Poly(A)-Sequenz in die CCR5-Uco-hetTALEN Plasmide (pCCR5-Uco-
TALEN-Fok1(ELD)_KanR L und pCCR5-Uco-TALEN-Fok1(KKR)_KanR R). Fir die Klonierung mussten die Notl
und BamH|-Restriktionsschnittstellen in die Plasmide pCCR5-Uco-TALEN-Fok1(ELD)_KanR L und pCCR5-Uco-
TALEN-Fok1(KKR)_KanR R uber Oligonukleotide eingefligt werden. AnschlieRend wurde die Poly(A)-Sequenz aus
dem Vektor E977 wurde Uber die Restriktionsschnittstellen Notl und BamH| in die neuen Plasmide kloniert. Die
roten Rander markieren die Bereiche der Plasmide, die fiir die Ligation verwendet wurden.
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Tabelle S12: Angaben zu den Proben beziiglich der verwendeten GFP-mRNA-Menge und dem Medium.
Alle Proben fir die ampNGS sind extra aufgeflhrt.

Experiment Abschnitt Zelltyp GFP-mRNA pro Verwendetes
Elektroporation Medium
Dosiseffekt 411 PM1 2 ug T-Zell Medium |
Dosiseffekt 411 aktivierte PBMCs 2 ug T-Zell Medium I
scHRMCA 4.1.2 aktivierte PBMCs 1 ug T-Zell Medium 1
Fok1-Varianten 421 PM1, Jurkat 2 ug T-Zell Medium |
Fok1-Varianten 421 aktivierte PBMCs 1 g T-Zell Medium Il
Poly(A)-Test 422 aktivierte PBMCs 1 Mg T-Zell Medium |l
Titration 4.2.3 aktivierte PBMCs 2 ug T-Zell Medium I
Titration 423 CD4* Zellen 2 ug T-Zell Medium I
hetTALEN 43 CD4* Zellen / T-Zell Medium IV
Zielpopulation Einzelzellen GFP-positive Zellen
8] 2
< s o
B
24 &
50 100 150 200 250 U : ! ”2;0 g ‘]”55)’”‘!&0””‘5‘.0””2(‘)(;'”2;0
FSC-A ' FSC-A '™ FSC-A '

Abbildung S10: Gating-Strategie zum durchflusszytometrischen Nachweis der GFP-Expression nach einer
Elektroporation mit GFP-mRNA. Die Zielpopulation wurde in einem Dotplot tber die Flache des Seitwarts- (SSC)
und Vorwartsstreulicht (FSC) markiert. AnschlieRend wurden aus diesen Zellen doppelte Zellen ausgeschlossen,
indem die Flache des FSC gegen die Hohe des FSC aufgetragen wurde. Die Einzelzellen wurden danach auf die
Expression von GFP im FITC-Kanal untersucht.
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Abbildung S11: Abbildung des CliniMACS Prodigy und dem CliniMACS Electroporator mit installiertem
Tubing Set TS 520 und EP2.
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Tabelle S13: Aktivitatsmatrix fiir den TCE-Prozess.

Tag Aktivitat Einstellung

0 Activate shaker Type 2

1 Feed Medium 30 ml

3 Electroporation Ep.v. 20 ml, r.v. 66 ml
Set temperature 33°C

4 Culture wash 1 cycle
Activate shaker Type 2
Set temperature 39°C

5 Media exchange -125 ml/ +175 ml
Activate shaker Type 3

6 Media exchange -125 ml/ +125 ml

7 Culture wash 1 cycle

8 Media exchange -180 ml / +180 ml

9 Media exchange -180 ml / +180 ml

10 Media exchange -180 ml/ +180 ml

11 Media exchange -180 ml / +180 ml

12 Harvest Type 1

Ep.v = Elektroporationsvolumen (Zellsuspension); r.v = recovery volume (Vorgelegte Mediummenge)

Tabelle S14: Zellzahlen und mRNA-Mengen fiir die TCE-Prozesse

Lauf Startzellzahl mRNA
1 2,0x108 Zellen 720 ug pro Arm
2 2,0x108 Zellen 600 ug pro Arm
3 2,0x108 Zellen 600 ug pro Arm
4 1,4x108 Zellen 240 ug pro Arm

Tabelle S15: Elektroporationsparameter fiir den TCE-Prozess am CliniMACS Prodigy.

Puls | Parameter Einstellung
Spannung (voltage) 600 V
Pulslange (pulse length) 120 ps

1 Betriebsart (mode) Burst
Richtung (direction) bipolar
Burstlange (burst length) 8 us
Spannung (voltage) 500 V

5 Pulslange (pulse length) 1000 us
Einstellung (mode) Burst
Burstléange (burst length) | 8 us
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Abbildung S12: Anzahl der Reads aus den Daten der ampNGS fiir die CCR5-Uco-TALEN. Dargestellt sind die
Ergebnisse von Proben (n=8) behandelt mit der homodimeren CCR5-Uco-TALEN, entweder mit beiden TALEN-
Armen (L+R) oder nur mit der linken TALEN-Armen (n=2) fiir das On-Target CCR5 und 9 potenziellen Off-Targets
(CCR2, GPC5, LDOC1, RAPGEF2, VWAS, IQSEC2, SEMAS3C, KIRELL, MUC16 und BRS3). Alle Reads, die
Insertionen und Deletionen (Indels) an den TALEN-Bindungsstellen enthielten wurden als Indel-Reads (rechte,
blaue Balken) gezahlt, wahrend alle anderen Reads als nicht editiert betrachtet wurden (linke, graue Balken).
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Abbildung S13: Anzahl der Reads aus den Daten der ampNGS fiir die CCR5-Uco-hetTALEN. Dargestellt sind
die Ergebnisse von Proben (n=7) behandelt mit der heterodimeren CCR5-Uco-hetTALEN oder unbehandelten
Proben (n=2) fur 9 potenzielle Off-Targets (PGC, UBXN10, ADYC2, CACNA1B, CXCR6, MAT2B, GLP1R,
SAMD12, und ASIC) und das On-Target CCRS5. Alle Reads, die Insertionen und Deletionen (Indels) an den TALEN-
Bindungsstellen enthielten wurden als Indel-Reads (rechte, blaue Balken) gezahlt, wahrend alle anderen Reads als
nicht editiert betrachtet wurden (linke, graue Balken). n.d = nicht detektierbar.
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Abbildung S14: Indelraten aus den Daten der ampNGS fiir die CCR5-Uco-hetTALEN. Dargestellt sind die
Indelraten von Proben (n=7) behandelt mit der heterodimeren CCR5-Uco-hetTALEN oder unbehandelten Proben
(n=2) fir 9 potenzielle Off-Targets (PGC, UBXN10, ADYC2, CACNA1B, CXCR6, MAT2B, GLP1R, SAMD12, und
ASIC) und das On-Target CCR5. Alle Reads, die Insertionen und Deletionen (Indels) an den TALEN-
Bindungsstellen enthielten wurden als Indel-Reads gezahlt. Aus der Gesamtanzahl an Reads wurde der Anteil
(Ratio) an Indel-Reads fir alle Proben berechnet. Die schwarze Linie zeigt den Mittelwert der Proben an. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem Welch’s t-Test. ns = nicht signifikant.
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Abbildung S15: Keine nachgewiesene Integration des Produktionsplasmids in den geschnittenen CCR5-
Lokus im Bereich der CCR5-Uco-hetTALEN-Bindestelle. Amplifikation der pCCR5-Uco-hetTALENpoly(A)-KanR
Plasmide integriert im CCR5-Lokus mit spezifischen Primern in einer RT-gPCR mit unbehandelten Kontrollproben
(Mock), Proben 24 h und 216 h nach Elektroporation mit 3 ug CCR5-Uco-hetTALEN mRNA pro Arm. Die RT-qPCR
erfolgte in Triplikaten mit gDNA der Spender 5 - 8 und der TCE-L&ufe 2 - 4. Angegeben sind die Mittelwerte der
Schmelztemperaturen (Tm) in °C. Die Positivkontrolle hatte eine mittlere Schmelztemperatur von 82,48 + 0,03°C.
(A) Proben aus den Experimenten im Labormafistab von Spender 5 - 8. (B) Proben aus den TCE-Laufen 2 - 4 am
CliniMACS Prodigy.
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Abbildung S16: Anzahl der Reads aus den Daten der ampNGS fiir die CCR5-Uco-hetTALEN-behandelten
Zellen aus den TCE-Prozessen. Dargestellt sind die Ergebnisse von Proben aus allen 4 TCE-Laufen behandelt
mit der heterodimeren CCR5-Uco-hetTALEN (TALEN) oder unbehandelten Proben (Mock) fiir die beiden TCE-
Laufe 1 und 4 aus Zellen vor der TALEN-Behandlung fir 9 potenzielle Off-Targets (PGC, UBXN10, ADYC2,
CACNA1B, CXCR6, MAT2B, GLP1R, SAMD12, und ASIC) und das On-Target CCRb5. Alle Reads, die Insertionen
und Deletionen (Indels) an den TALEN-Bindungsstellen enthielten wurden als Indel-Reads (rechte, blaue Balken)
gezahlt, wahrend alle anderen Reads als nicht editiert betrachtet wurden (linke, graue Balken). n.d = nicht

detektierbar.
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