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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Humanes Immundefizienz Virus (HIV)

Bereits im Jahr 1981 beschrieben Gottlieb et al. erste Falle von zuvor gesunden Mannern,
die eine Reihe von Infektionen aufwiesen, welche bis dahin nur bei immunsupprimierten
Patienten diagnostiziert wurden [1]. Darunter waren Infektionen mit CMV (Cytomegalovirus)
und Pneumocytis jirovecii (Lungenentziindung), einige Patienten entwickelten auch Kaposi
Sarkome. Bereits in dieser Phase wurde eine starke Verringerung der T-Lymphozyten
festgestellt und es wurde die Vermutung eines erworbenen T-Zell Defekts aufgestellt [1].
Dies waren die ersten beschriebenen Félle von AIDS (engl. Acquired Immunodeficiency
Syndrome) Patienten. Bald darauf wurde festgestellt, dass sich die Krankheit Gber sexuellen
Kontakt und Blut bzw. Blutprodukte verbreitet und es wurde vermutet, dass es sich um eine
virale Erkrankung handelt. Im Jahr 1983 isolierten zwei Arbeitsgruppen unabhéngig
voneinander den Erreger von AIDS, ein Retrovirus, das aufgrund seiner Ahnlichkeit zu
HTLV-l und -lIl (Humanes T-Zell Leukdmie Virus 1 und 2) als HTLV-Ill bezeichnet wurde
[2,3]. Im Jahr 1986 wurde dann der bis heute gliltige Name Humanes Immundefizienz Virus
(HIV oder HI-Virus) festgelegt [4].

1.1.1 HIV-Pandemie

Ende 2015 waren laut WHO 36,7 Millionen Menschen weltweit mit HIV infiziert, in selben
Jahr kam es zu 1,1 Millionen AlDS-assoziierten Todesfallen (http://www.who.int/gho/hiv/en/;
10.04.2017). Anhand der Karte in Abbildung 1 ist zu sehen, dass die meisten HIV
Infektionen in afrikanischen Landern, vor allem in Landern sutdlich der Sahara, zu finden
sind. Allerdings gibt es keinen Teil der Erde, indem keine HIV Infektionen auftreten, was

diese Viruserkrankung zu einer Pandemie macht.

Prevalence (%) by WHO region
Western Pacific: 0.1 [<0.1-0.2] Europe: 0.4 [0.4-0.5] ‘
Eastern Mediterranean: 0.1 [<0.1-0.2] [l Americas: 0.5 [0.4-0.6]

Global prevalence: 0.8% [0.7-0.9]
South-East Asia: 0.3 [0.3-0.4] I Africa: 4.4 [4.0-4.8) ‘ o s e

Abbildung 1: Globale Verbreitung von HIV in 2015. (http://www.who.int/gho/hiv/en/;
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10.04.17)

HIV lasst sich in zwei verschiedene Typen unterteilen, HIV-1 und HIV-2. Obwohl die beiden
Typen die gleiche Transmission und den gleichen Krankheitsverlauf aufweisen, beruht die
HIV Pandemie auf dem Typ HIV-1. Infektionen mit HIV-2 sind fast ausschlief3lich auf
Westafrika begrenzt und verlaufen in der Regel milder als HIV-1 Infektionen [5]. HIV-1
entstand durch die zoonotische Ubertragung von Lentiviren aus Schimpansen (=SIV,
Simianes Immundefizienzvirus) auf den Menschen [6-8]. HIV-1 kann des Weiteren in
verschiedene Gruppen unterteilt werden (Abbildung 2). Die Gruppe M (= ,Major® Gruppe)
stellt hierbei die eigentlich pandemische Gruppe dar, wahrend die Gruppen N und O auf
Regionen in Kamerun und Westafrika beschrankt sind [9,10]. Die Gruppe P wurde in

Kamerun gefunden und entstand durch eine Zoonose aus Gorillas [11].

HIV-1

Gruppe M Gruppe N Gruppe O Gruppe P

A B c D F G H J K CRFs
12,0% 11,3% 482% 2,5% 05% 4,6% 03% 0,1% 0,01% 20,5%

Abbildung 2: Klassifizierung von HIV. HIV-1 wird in die Gruppen M, N, O und P
eingeteilt. Die pandemische Gruppe M unterteilt sich in die Subtypen A, B, C, D, F, G, H, J,
K. CRFs (engl. circulating recombinant forms) sind Rekombinanten aus unterschiedlichen
HIV Subtypen. Prozentzahlen entsprechen der weltweiten Haufigkeit eines Subtyps (Stand
2004-2007) und stammen aus Hemelaar et al., 2011 [12].

Die Gruppe M des HIV-1 Typs kann in neun verschiedene Subtypen (A-D, F, G, H, J, K)
aufgeteilt werden. Die Einteilung erfolgt hierbei aufgrund von Sequenzéhnlichkeiten. Zudem
tauchen immer wieder sogenannte ,circulating recombinant forms (CRFs) auf, die
Rekombinanten aus zwei unterschiedlichen Subtypen darstellen. Zwischen 2004 und 2007
stellten CRFs bereits 20,5% der HIV-1 Gruppe M Infektionen dar. Subtyp C ist mit einer
weltweiten Verbreitung von 48,2% der haufigste HIV-1 Subtyp und findet sich in Afrika
wieder. Der Subtyp B ist am weitesten in Europa und auf dem amerikanischen Kontinent

verbreitet, wahrend der Subtyp A h&ufig in Zentralasien gefunden wird [10,12].
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1.1.2 Aufbau des HI-Virus

HIV gehort zur Virusfamilie der Retroviren und darin zum Genus der Lentiviren. Neben HIV
als humanen Vertreter der Lentiviren, gibt es noch eine Vielzahl anderer Lentiviren, z.B. SIV
(Affenimmundefizienzvirus), FIV  (felines Immundefizenzvirus), BIV  (bovines
Immundefizenzvirus) und andere. Retroviruspartikel enthalten zwei einzelstrangige RNA
Genome mit positiver Polaritdt. Das RNA Genom wird nach Infektion einer Wirtszelle mit
Hilfe des viralen Enzyms Reverse Transkriptase in ein doppelstrdngiges DNA Genom
umgeschrieben. Das virale Genom wird anschlieend in das Genom der Wirtszelle integriert
(=Provirus) und dient als Vorlage fiir samtliche zur Replikation benétigten viralen
Genprodukte [13]. Im Folgenden wird der genaue Aufbau des HI-Virus und dessen Genoms
beschrieben.

1.1.2.1 Genomaufbau

Im Viruspartikel selbst liegt das virale Genom als einzelstrangiges RNA Molekdl vor (1.1.2.2)
Es ist an seinem 5° Ende gecappt und am 3 Ende polyadenyliert, wodurch es einer
eukaryotischen mRNA gleicht. [14].

Abbildung 3: Schematischer Aufbau des HIV Provirus. Flankiert werden die neun
Leserahmen von zwei LTR Sequenzen. Der Leserahmen fur Gag (blau) enthalt kodierende
Sequenzen fur die Proteine p17, p24, p7 und p6. Pol (grun) kodiert fur die viralen Enzyme
(PR = Protease, RT = Reverse Transkriptase, IN = Integrase). Env (rot) enthélt Sequenzen
fur die beiden Glykoproteine gp120 und gp4l. Zusatzlich existieren Leserahmen fir die
akzessorischen Proteine Vif, Vpr, Vpu und Nef und fur die regulatorischen Proteine Tat und
Rev.

Der HIV Provirus umfasst ca. 9700 Basenpaare und besteht aus neun Leserahmen fir
Protein-kodierende Sequenzen (Abbildung 3). Diese Leserahmen kodieren fur die
Strukturproteine Gag (Gruppenspezifische Antigene), fur Pol (virale Enzyme) und Env
(Hullproteine). AuRerdem existieren Leserahmen fir die akzessorischen Proteine Vif, Vpr,
Vpu und Nef und fur die regulatorischen Proteine Tat und Rev. Wahrend der Transkription
des Provirus entstehen durch die vier SpleiRdonor- und acht SpleiRakzeptorstellen

insgesamt Uber 40 HIV mRNA Spezies. Ungesplei3te mRNAs bilden die Grundlage fur die
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Translation der Gag und der Gag-Pol Proteine oder dienen als neu synthetisierte HIV RNA
Genome, wahrend vollstandig gespleiRte mRNAs fir die Translation der Proteine Tat, Rev
und Nef benoétigt werden. Die restlichen HIV Proteine (Env, Vif, Vpr, Vpu) werden von
unvollstandig gesplei3ten MRNAs translatiert [15,16].

Der Provirus wird von zwei LTR (engl. long terminal repeat) Sequenzen flankiert, die in
gleicher Orientierung vorliegen. Beide LTRs werden in die Abschnitte U3, R und U5
unterteilt, wobei der 5° LTR als Promotor fir die Transkription aller HIV mRNAs dient.

U3 R us
[ | I ]

(‘ﬁ'AR

Ul e
AP NP 7 USFI NFKB gpy Nrg! I\ T NF-ATY
NF-AT1 TFE-3 +1 bp AP
Modulierende Region Verstiarker Kernpromoter

Abbildung 4: Schematischer Aufbau des HIV 5° LTRs. Funktionell wird der LTR in einen
Kernpromotor, einen Verstarker und eine modulierende Region unterteilt. Farbliche
Symbole stellen verschiedenem Bindestellen fir zellulare Transkriptionsfaktoren dar. +1 =
Transkriptionsstartpunkt, TAR = transcativation-responsive region.

Der genaue Aufbau des 5’ LTRs ist in Abbildung 4 zu sehen. Funktionell besteht er aus dem
Kernpromotor, einem Verstarker und einer modulierenden Region.

Nachdem der HIV Provirus in das Genom der Wirtszelle integriert wurde (1.1.3), nutzt der 5’
LTR die zellulare Transkriptionsmaschinerie fir die Expression von HIV Genen. Der HIV 5
LTR enthélt eine Vielzahl an Bindestellen fir zellulare Transkriptionsfaktoren, von denen nur
ein Teil in Abbildung 4 dargestellt ist [17]. Innerhalb des Kernpromotors befinden sich u.a.
Bindestellen fir die zellularen Transkriptionsfaktoren TBP (engl. TATA box binding protein)
und SP1, welche beide essentiell fir die HIV Transkription sind [18]. Weiter upstream im
Verstarker Bereich befinden sich zwei Bindestellen fir NF-kB, welches nach Stimulierung
von infizierten Zellen durch verschiedenen Chemokine exprimiert wird. NF-kB ist in der Lage
die Proteinexpression ausgehend vom 5 LTR um das 50-fache zu verstarken [19]. Innerhalb
der modulierenden Region befinden sich eine Vielzahl an Transkriptionsfaktorbindestellen,
die abhangig vom infiziertem Zelltyp unterschiedlich starke Effekte auf die HIV Transkription
haben [17].

Downstream vom Kernpromotor befindet sich der Transkriptionsstartpunkt, der den Beginn

4
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des TAR Elements gleichkommt. Bei der Transkription des HIV Provirus wird als erstes TAR
(engl. transcativation-responsive region) RNA gebildet. Das HIV Protein Tat bindet an TAR,
wodurch Tat in der Lage ist zellulare Transkriptionsfaktoren zum LTR zu rekrutieren, welche
dann an die jeweiligen Bindestellen binden [16].

Der Aufbau des 5’ LTRs zeigt bereits, dass die HIV Transkription stark reguliert ist und von

einer Vielzahl an verschiedenen Faktoren abhéngt [16,17].

1.1.2.2 Virusaufbau
Infektiose, reife HIV Partikel weisen in Schnitt einen Durchmesser von 100-120 nm auf. Der
genaue Aufbau eines Viruspartikels ist an Abbildung 5 dargestellt. Umgeben ist das Virus
von einer Doppellipidmembran, die sich von der Membran der Zelle ableitet von der das
Virus geknospt ist. Eingelagert in die virale Hillmembran finden sich virale Glykoproteine,
welche aus einem Transmembranprotein (gp4l) und einem daran nicht kovalent
gebundenen externen Protein (gpl20) bestehen [20,21]. Beide Proteine leiten sich von
einem gemeinsamen Vorlauferprotein (gp160) ab, welches durch eine zellulare Protease in
einen C-terminalen Teil (=gp41) und einem N-terminalen Teil (=gp120) gespalten wird. Die
heterodimeren Proteinkomplexe aus gp41 und gp120 liegen als Trimere in der Hillmembran
vor und sind stark glykosyliert [22,23]. Uber N-terminale Myristinsaurereste ist auch das
Matrixprotein (p17) an der Hullmembran verankert. In Form von Trimeren kleidet es die
komplette Innenseite der viralen Hullmembran aus und sorgt somit fir die physische
Stabilitat des Viruspartikels [13]. Uber das Linkerprotein (p6) ist das Viruskapsid mit der
Hullmembran verbunden. Das p6 Protein sorgt aul3erdem daflr das Vpr in das Virion
inkorporiert wird [24]. Das Viruskapsid besteht aus dem Kapsidprotein p24, welches eine
konische Hiille fir das virale Genom bildet [25]. Das virale Genom besteht aus zwei
identischen nicht kovalent oder durch Basenpaarung verbundenen Einzelstrang-RNA
Molektlen, welche mit dem Nukleokapsidprotein p7 und der Reversen Transkriptase
komplexiert sind. Das p7 Protein ist fir das Verpacken der RNA Genome in neue Viren
verantwortlich, da es mit seiner Zink-Finger Domane in der Lage ist die RNA Genome zu
binden. Auch die virale Integrase (IN) und Protease (PR) befinden sich im HIV Kapsid [24].
Ebenfalls im HI-Virion sind die akzessorischen Proteine Vpr, Vif und Nef zu finden.
Vpr sorgt fur einen Arrest von infizierten Zellen in der G2 Zellzyklusphase und ist in den
Transport des Préintegrationskomplexes (1.1.3) zum Zellkern eingebunden. Vif wird bendgtigt
um wahrend der Infektion von primaren T-Zellen und Makrophagen die zellularen
Restriktionsfaktoren der APOBEC3 Familie zu inhibieren. Nef ist maRgeblich an der
Pathogenitat von HIV beteiligt, da es an der Herunterregulierung von CD4 und MHC-Klasse |
beteiligt ist. Zudem werden Nef Rollen an der Zellaktivierung und Infektiositat von HIV
zugeschrieben [24,26-28].
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Neben reifen HIV Partikeln existieren auch unreife Partikel, die nicht infektios sind. Nachdem
ein Virion von einer Wirtszelle geknospt ist, liegt es als unreifer Viruspartikel vor. In diesem
Status sind die Gag-Pol Polyproteine nicht prozessiert und es fehlt somit an viralen
Strukturproteinen. Die Protease spaltet sich nun autokatalytisch aus dem Polyprotein heraus
und prozessiert alle viralen Strukturproteine, wodurch unter anderem das Kapsid entsteht.
Erst jetzt ist der Viruspartikel infektios (1.1.3, [29]).

Lipidmembran o Integrase

RNA Genom
komplexiert mit
Nukleokapsidprotein p7

gp120 —{ ’ -]‘

gpé1

Matrixprotein p17

Protease

Reverse
Transkriptase

Abbildung 5: Aufbau eines reifen HIV-Partikels. HIV Partikel sind von einer
Lipidmembran umhdllt, in der die viralen Glykoproteine gp120 (extrazellular) und gp4l
(Transmembranprotein) als Trimere (blau) eingebettet sind. Uber Myrestinséurereste ist das
Matrixprotein p17 (rot) an die Hillmembran gebunden. Das virale Kapsid (griin) besteht aus
dem Kapsidprotein p24 und enthalt zwei Kopien des HIV RNA Genoms, welches sowohl mit
der Reversen Transkriptase (orange) als auch dem Nukleokapsidprotein p7 komplexiert ist.
Auch die Integrase (pink) und die Protease (hellblau) sind im Kapsid zu finden. Weitere
Proteine, die im Virion zu finden sind, sind Vif, Vpr, Nef und p6.

1.1.3 Aktiver HIV-Replikationszyklus

Die primaren Wirtszellen fur HIV sind T-Lymphozyten, Makrophagen und Monozyten. Diese
Zelltypen exprimieren auf ihrer Oberflache den Rezeptor CD4, der als Hauptrezeptor fur eine
HIV Infektion bendétigt wird, und die Ko-Rezeptoren CCR5 oder CXCR4 [13]. Der
Replikationszyklus von HIV ist in Abbildung 6 dargestellt.

Ein infektibser Viruspartikel (Abbildung 5) nahert sich einer Zelle zuerst tber unspezifische

Interaktionen der negativ geladenen gp41/gp120 Trimere mit der Zellmembran und Uber
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Interaktionen von gpl20 mit verschiedenen zellularen Oberflachenproteinen, wie zum
Beispiel Integrinen, Heperansulfat oder dem Manose-bindenden Lektin [30]. Im Anschluss
kommt es zu einer Bindung von gpl20 an den Rezeptor CD4 und an einen der Ko-
Rezeptoren CCR5 oder CXCR4. Durch die Interaktion von gpl120 mit CD4 kommt es zu
einer Konformationsanderung in gp41, wodurch die Fusion der viralen mit der zellularen
Membran eingeleitet wird [23,31]. Durch die Fusion wird das virale Kapsid in das Zytoplasma
der Wirtszelle transportiert. Das Kapsid zerfallt und setzt somit das RNA Genom, die
Reverse Transkriptase und die Integrase frei [13]. Die Reverse Transkriptase schreibt das
einzelstrangige RNA Genom zuerst in ein doppelstrangiges RNA-DNA Hybridmolekil um
und synthetisiert letztendlich ein doppelstrangiges DNA Molekdl [32,33]. Das dsDNA Genom
wird mit verschiedenen viralen und zellularen Proteinen komplexiert und bildet den PIC
(engl. pre-integration complex). Einzelne Proteine des PIC interagieren mit Importproteinen
des Zellkerns und sorgen dafir, dass der PIC in den Zellkern aufgenommen wird. Durch die
virale Integrase, welche ein Teil von PIC ist, wird das dsDNA Genom in das Wirtsgenom
integriert (=Provirus [34]). Nach der Integration erfolgt die Transkription des Provirus
ausgehend vom 5’ LTR, der als Promotor fungiert (Abbildung 4). Das HIV Genom wird
hierbei immer als Ganzes abgelesen. Zu Beginn bricht die Transkription nach der Synthese
der ersten 60 nt immer wieder ab, nur vereinzelt wird ein komplettes HIV Transkript gebildet.
Dieses Transkript wird vollstandig gespleif3t und im Zytoplasma in die Proteine Tat, Rev und
Nef translatiert. Tat und Rev werden wieder in den Zellkern transportiert [16]. Tat (engl.
transactivator of transcription) bindet an frei werdende TAR RNA-Sequenzen, wodurch es in
der Lage ist die zellulare Kinase CDK9 zu rekrutieren. CDK9 liegt als Komplex mit Cyclin-T1
vor und beide sind Teil des P-TEFb (engl. positive transcription elongation factor b)
Komplexes. Durch die Rekrutierung von P-TEFb in die unmittelbare Nahe des 5° LTRs, wird
eine Vielzahl an zellularen Transkriptionsfaktoren ebenfalls an den 5° LTR rekrutiert und es
kommt zu einer stabilen und effektiven HIV Transkription [35,36]. Rev (engl. regulator of
expression of virion proteins) bindet an das RRE (engl. Rev responsive element), welches
an frei werdenden HIV Transkripten zu finden ist und sorgt so fur die Stabilitat von
ungespleiten und unvollstandig gespleiten HIV mRNAs. Gleichzeitig vermittelt Rev den
Export dieser mRNAs ins Zytoplasma durch die Rekrutierung des zellularen mRNA
Exportfaktors CRM1 [16,37]. Im Zytoplasma kommt es zur Translation von HIV Proteinen.
Gag- und Gag-Pol-Vorlauferproteine werden translatiert und direkt in neue Viruspartikel
verpackt. Das Env Vorlauferprotein wird im Golgi-Apparat zu den Untereinheiten gp120 und
gp41 prozessiert, welche gleichzeitig stark glykosyliert werden. Gp120 und gp41l bilden
Trimere und werden an die Zellmembran transportiert. An der Zellmembran lagern sich alle
Bestandteile eines neuen Viruspartikels zusammen und knospen schlieBlich von der

Zellmembran ab. Innerhalb des freigewordenen Viruspartikels prozessiert die virale
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Protease, welche sich zuvor autokatalytisch selbst aus dem Gag-Pol Vorlauferprotein
herausschneidet, die Gag- und Gag-Pol-Vorlauferproteine zu Einzelproteinen. Erst jetzt ist

der neue Viruspartikel infektios [24,29].
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Abbildung 6: Replikationszyklus von HIV. Der HIV Partikel bindet an eine Wirtszelle
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durch die Interaktion von gp120 mit CD4 und einem der Ko-Rezeptoren CXCR4 oder CCR5
(1. Anheftung). Durch die Bindung von gp120 an CD4 kommt es zur Konformations&nderung
in gp4l, welche die Fusion der viralen mit der zellularen Membran einleitet (2. Fusion).
Durch die Fusion gelangt das Kapsid in das Zytoplasma der Wirtszelle, wo es zerfallt und
somit das virale Genom freisetzt (3. Freisetzung und Offnung des Kapsids). Mit Hilfe der
reversen Transkriptase wird das ssRNA Genom in einen doppelstrangiges DNA Genom
umgeschrieben (4. Reverse Transkription). Gleichzeitg wird das dsDNA Genom von
verschiedenen Proteinen komplexiert (=PIC). Die virale Integrase vermittelt die Integration
des Provirus in das Wirtsgenom (5. Integration). Zu den ersten viralen Proteinen, die
exprimiert werden, gehdren Tat und Rev (6. Transkription). Nach dem Re-Import in den
Zellkern (7. Translation und Re-Import von Tat und Rev), sorgt Tat flr eine stabile
Transkription des Provirus und Rev stabilisiert virale Transkripte und vermittelt deren Export.
Alle viralen Bausteine werden im Zytoplasma translatiert und lagern sich an der
Zellmembran an (8. Expression der viralen Bausteine und 9. Zusammenbau), bevor ein
neuer Viruspartikel von der Wirtszelle knospt (10. Knospung). Die virale Protease schneidet
sich autokatalytisch aus dem Gag-Pol Vorlauferprotein heraus, prozessiert samtliche
Vorlauferproteine und ermdglicht somit die Reifung des Virion zu einem infektiosem HI-
Partikel (11. Reifung).

1.1.4 Behandlung von HIV-Infektionen durch cART (engl. combined anti-retroviral

therapy)

Zurzeit sind laut FDA 25 ART (= antiretrovirale Therapie) Wirkstoffe zur Behandlung von HIV
Infektionen zugelassen (https:/iwww.fda.gov/ForPatients/lliness/HIVAIDS/Treatment/
ucm118915.ntm; 10.04.2017). Diese werden aufgrund ihres Wirkungsmechanismus in
verschiedene Kategorien eingeteilt (Tabelle 1). Die Behandlung erfolgt durch die
Kombination von bis zu drei verschiedenen Wirkstoffen, die dabei aus mindestens zwei

verschiedenen Kategorien stammen sollten [38].

Tabelle 1: Alle zugelassenen HIV Wirkstoffe sind zusammen mit ihrem Wirkmechanismus
aufgelistet. RT= Reverse Transkriptase.

) Anzahl zugelassene _ i
Kategorie _ Wirkmechanismus
Wirkstoffe
Reverse Transkriptase . Inhibierung der RT durch
Inhibitor (NRTI) nukleosidische Analoga
Reverse Transkriptase . Inhibierung der RT durch nicht-
Inhibitor (NNRTI) nukleosidische Analoga
Integrase Inhibitor 3 Inhibierung der Provirus Integration
Protease Inhibitor 8 Inhibierung der Viruspartikelreifung
Inhibierung der Fusion von viraler
Fusion Inhibitor 1
und zellularer Membran
CCRS5 Inhibitor 1 Inhibierung der Bindung an CCR5
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Obwohl die medikamenttse Behandlung von Patienten sehr erfolgreich ist, gibt es einige
Nachteile bzw. Probleme mit ART Medikamenten. So verursachen vor allem Protease
Inhibitoren starke Nebenwirkungen, wie zum Beispiel Ubelkeit, Durchfall oder Hepatitis [39].
AulRRerdem treten durch die hohe Mutationsrate von HIV immer wieder Viren auf, die eine
Resistenz gegen ein oder auch mehre Medikamente gebildet haben. Somit muss die
Therapie laufend angepasst werden [40]. Da ART Medikamente zudem nur virusstatisch
wirken, sind Patienten auf eine lebenslange Therapie angewiesen, da bei Unterbrechung
der Behandlung die Viruslast wieder ansteigt. ART Medikamente greifen auRerdem nur in
die aktive Virusreplikation ein, HIV Reservoire (Details in Abschnitt 1.1.5) werden also nicht
von ART Medikamenten beeinflusst [41]. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl
von ART Medikamenten nicht in der Lage ist die Blut-Hirn Schranke effektiv zu tberwinden
[42].

1.1.5 HIV Latenz und HIV Reservoire

Neben einem aktiven Replikationszyklus, wie in Abschnitt 1.1.3 beschrieben, ist HIV in der
Lage eine latente Infektion in einer Wirtszelle zu etablieren. Unter einer latenten Infektion
versteht man, dass das Genom eines Virus in der Zelle vorhanden ist, die Vermehrung des
Virus aber voribergehend blockiert ist. Als Konsequenz aus einer latenten Infektion werden
keine neuen Viruspartikel gebildet. Die Latenz kann aber Uberwunden werden, z.B. durch
die Aktivierung einer Zelle durch externe Stimuli, wodurch der Virus sich wieder aktiv
repliziert und es auch zur Bildung neuer Viruspartikel kommt [43].

Bei HIV Infektionen kdnnen zwei Arten von Latenz beobachtet werden: Pra-Integrations
Latenz und Post-Integrations Latenz. Bei der Pra-Integrations Latenz kommt es aufgrund
einer Inhibierung wahrend der reversen Transkription oder aufgrund eines fehlgeschlagenen
Transports des PICs in den Zellkern dazu, dass der HIV Provirus nicht in das Wirtsgenom
integriert wird und somit latent in der Zelle vorliegt. Bei dieser Form der Latenz wird der
Provirus entweder von der Zelle abgebaut oder die Latenz Mechanismen, die die
Virusproduktion blockieren, werden tiberwunden und es findet ein Ubertritt zu einer aktiven
Virusreplikation statt. Es konnte gezeigt werden, dass in ruhenden CD4-positiven T-
Lymphozyten die Haufigkeit von Pra-Integrations Latenz um einiges hoher ist als die von
Post-Integrations Latenz, da es sich aber um eine kurzzeitige Latenzform handelt, tragt die
Pré-Integrations Latenz kaum zur Persistenz von HIV im Patienten bei [44—46].

Bei der Post-Integrations Latenz ist das HIV Provirus bereits in das Wirtsgenom integriert,
wird aber nicht exprimiert. Faktoren, die die Etablierung dieser Latenz beginstigen, sind z.B.
das Zellzyklusstadium der Wirtszelle oder der Ort, an dem das Provirus im Wirtsgenom
integriert [46]. Ruhende CD4-positive T-Gedéachtniszellen sind der am besten untersuchte

Zelltyp, in dem Post-Integrations Latenz zu finden ist. Dieser Zelltyp befindet sich in der GO
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Phase des Zellzyklus, in der die Zelle eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren, die fur die
Expression des Provirus bendtigt werden, nicht exprimiert und somit die Latenzbildung
fordert [47]. Es konnte aulerdem gezeigt werden, dass eine Integration des Provirus in
Heterochromatin (= transkriptionell inaktive Bereiche) des Wirtsgenoms die Etablierung einer
Latenz begunstigt, auBerdem fiihrt der Ubergang von Euchromatin in Heterochromatin an
Stellen mit integrierten Proviren auch zur Latenz des Provirus [48]. Da die Dauer einer Post-
Integrations Latenz nur durch die Lebensspanne der infizierten Zelle beeinflusst wird und
keine zytotoxischen Virusprodukte gebildet werden, ist diese Latenzform der Hauptfaktor,
der zur Persistenz von HIV in Patienten fuhrt [46].

Es gibt verschiedene Zelltypen im Korper, in denen eine latente Infektion auftreten kann.
Dazu gehoOren u.a. ruhende CDA4-positive T-Gedachtniszellen, Makrophagen, Monozyten,
dendritische Zellen und Astrozyten [43,46,49]. Eine Zellpopulation, die sich durch eine lange
Lebensspanne und das Vorhandensein von latenten Proviren auszeichnet, wird als
Reservoir bezeichnet. Reservoire bilden den Hauptgrund dafir, dass HIV bis heute nicht
geheilt werden kann. Da in diesen Zelltypen keine aktive Virusreplikation stattfindet, werden
diese Zellen weder vom koérpereigenem Immunsystem erkannt (fehlen von viralen
Antigenen) noch kénnen sie durch die Behandlung mit cART (1.1.4) erreicht werden.
Reservoire sorgen somit fUr eine lebenslange chronische HIV Infektion im Menschen
[41,50].

1.1.5.1 HIV im zentralen Nervensystem (ZNS)

Obwohl HIV hauptsachlich T Lymphozyten, Monozyten und Makrophagen infiziert, wurde
schon bald nach der Entdeckung von HIV festgestellt, dass es auch Zellen des ZNS
infizieren kann. Patienten entwickeln hierbei im Laufe der Infektion eine Form von HAND
(engl. HIV-associated neurocognitive disorder). Die Symptome der Patienten reichen von
Depressionen, Konzentrationsschwache, Stérungen im Bewegungsablauf bis hin zu starken
Gedachtnisproblemen. HAND kann aufgrund der Schwere der Symptome in drei Kategorien
unterteilt werden: ANI (engl. asymptomic neurocognitive impairment; keine Auswirkungen
auf alltagliches Leben), MND (engl. mild neurocognitive impairment; leichte
Einschrankungen im Alltag) und HAD (engl. HIV-associated dementia; starke
Einschrankungen im Alltag). Die Einfihrung von antiretroviralen Medikamenten (1.1.4)
sorgte fir einen starken Rickgang der HAD Patienten, allerdings blieb die
Gesamtwahrscheinlichkeit eine Form von HAND zu entwickeln gleich. Heute zeigen ca. 30%
aller HIV-positiven Patienten ANI Symptome, 20-30% weisen Formen von MND auf und 2-
8% der Patienten entwickeln HAD [51].

Die Infektion des ZNS durch HIV erfolgt friih nach der Primarinfektion des Patienten. So

konnte gezeigt werden, dass bereits 15 Tage nach einer HIV Infektion das Virus im Gehirn
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des Patienten nachgewiesen werden konnte [52]. Durch die Infektion von Monozyten im
Blut, welche in der Lage sind die Blut-Hirn Schranke zu Uberwinden, gelangt HIV in das ZNS
[53]. Dort ist es in der Lage sowohl Mikroglia (= Makrophagen im ZNS) als auch neurale
Progenitorzellen und Astrozyten zu infizieren. Obwohl Neuronen nicht durch HIV infiziert
werden, sind die oben beschriebenen klinischen Symptome in Patienten direkt auf eine
reduzierte Neuronenanzahl oder einen Funktionsverlust von Neuronen zurlckzufiihren [54].
Diese Effekte auf Neuronen lassen sich durch die HIV-Infektionen von Mikrogliazellen,
Astrozyten und neuralen Progenitorzellen erklaren. Die Infektion dieser Zellen hat eine
Vielzahl an neurotoxischen Effekten zur Folge. Mikrogliazellen sind der einzige Zelltyp im
ZNS, der eine aktive HIV-Replikation zeigt und somit fur die Vermehrung des Virus im ZNS
verantwortlich ist. Durch die Infektion setzen Mikrogliazellen verschiedene Chemokine und
Zytokine frei, die entweder direkt neurotoxisch wirken oder indirekt, zum Beispiel Uber die
Beeinflussung von Astrozyten, zu Schaden an Neuronen fuhren. Im Gegensatz zu
Mikrogliazellen weisen Astrozyten keine aktive HIV Replikation auf und stellen somit ein
wichtiges Virusreservoir im Patienten dar. Es konnte auch gezeigt werden, dass HIV in der
Lage ist neurale Progenitorzellen zu infizieren. Da sowohl Astrozyten als auch neurale
Progenitorzellen im ZNS wichtige Funktionen erfullen und vor allem die Infektion von
Astrozyten weitreichende Folgen hat, wird im Folgenden die HIV Infektion dieser beiden

Zelltypen genauer erlautert [49,55,56].

Neurale Progenitorzellen (NPs)

Neurale Progenitorzellen sind ein fundamentaler Bestandteil des ZNS. Sie sind in der Lage
sich in Neuronen und Gliazellen zu differenzieren [57]. Identifiziert werden, kénnen sie durch
die Expression von verschiedenen Markerproteinen, wie zum Beispiel Nestin
(Intermediarfilamentprotein), Sox2 (Transkriptionsfaktor) oder Vimentin
(Intermediarfilamentprotein) [58].

In vitro Experimente haben bereits bestatigt, dass sich NPs durch HIV infizieren lassen [59].
Auch in Gehirnschnitten von verstorbenen Patienten konnten HIV-Proteine oder provirale
DNA in Nestin-positiven Zellen gefunden werden [60]. Die genauen Auswirkungen von HIV-
infizierten NPs auf die Neuropathogenese sind wenig erforscht. Es wird allerdings vermutet,
dass die verzégerte Gehirnentwicklung, die vor allem bei HIV-infizierten Kindern auftritt, im

Zusammenhang mit der Infektion von NPs steht [61].

Astrozyten
Astrozyten erfillen eine Vielzahl an unterschiedlichen Aufgaben im ZNS. Die
Aufrechterhaltung der Blut-Hirn Schranke, Kontrolle der extrazellularen Homoostase,

Aufnahme und Metabolisierung von Neurotransmittern sowie Signaltbertragung zwischen
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Astrozyten und Neuronen und Astrozyten und BlutgefalRen gehéren zu den vielseitigen
Aufgaben dieses Zelltyps. Zellulare Markerproteine fur Astrozyten sind unteranderem GFAP
(Intermediarfilamentprotein), S100B (Kalzium-bindendes Protein) oder Aquaporin4
(Membranprotein) [62].

Die Autopsie von AIDS Patienten zeigte, dass in Gehirnschnitten verschiedene HIV Marker
in Astrozyten gefunden wurden. Dazu gehorten provirale DNA, virale mRNAs und die
Proteine Nef wund Tat. All diese Marker reprasentieren frihe Phasen des
Replikationszykluses, spate Marker, wie zum Beispiel Gag-Proteine, wurden dagegen selten
gefunden. Dies lasst darauf schliel3en, dass keine aktive HIV Replikation in Astrozyten
stattfindet [63]. In Zellkultur Experimenten konnte gezeigt werden, dass nach der
Primarinfektion eine aktive Virusreplikation stattfand, welche nach einigen Tagen abnahm
bis sie nicht mehr nachweisbar war. Trotzdem waren diese infizierten Astrozyten in der Lage
ko-kultivierte Monozyten oder T-Zellen zu infizieren, was beweist, dass sie einen voll
funktionsfahigen Provirus enthalten. Astrozyten stellen damit ein wichtiges HIV Reservoir im
Kdrper dar [64,65].

Die Auswirkungen, die HIV-infizierte Astrozyten auf Neuronen haben, sind sehr komplex. Ein
direkter Effekt auf Neuronen wird zum Beispiel durch das HIV Protein Tat vermittelt, das in
infizierten Astrozyten exprimiert und in die extrazellulare Matrix abgegeben wird [66]. Tat hat
eine direkte neurotoxische Wirkung, so war die intrazerebrale Injektion eines Tat Peptids in
Mausen stets letal [67]. Die Aufnahme von Tat in Neuronen fuhrt unter anderem zu einem
Anstieg an intrazellularem Kalzium und zur Bildung von Sauerstoffradikalen (=ROS) in
Mitochondrien, was wiederum zur Expression von Apoptose Proteinen fiihrt, die den
neuronalen Zelltod einleiten [68].

Tat hat auch direkte Auswirkungen auf den Metabolismus von Astrozyten. So fuhrt die
Anwesenheit von Tat zur Expression von inflammatorischen Zytokinen, wie CCL2. CCL2
wiederum rekrutiert Monozyten ins ZNS, die ihrerseits Zytokine, Chemokine und
Neurotoxine freisetzen [69]. Es konnte aul3erdem gezeigt werden, dass von Monozyten
freigesetztes TNF-a zu einer verminderten Aufnahme von Glutamat durch Astrozyten fihrt.
Astrozyten regulieren den extrazellularen Glutamat Haushalt im ZNS, eine zu hohe
Konzentration von extrazellularem Glutamat fuhrt zu einem exzitatorischen Zelltod von
Neuronen [66].

Die durch infizierte Astrozyten freigesetzten Zytokine binden auch an Rezeptoren von
BMECs (engl. brain microvascular endothelial cells), was wiederum zu einer Destabilisierung
der Blut-Hirn Schranke fuhrt [70].

Die HIV Infektion von Astrozyten hat eine Vielzahl von Effekten, die im Zusammenhang mit

der Neuropathogenese von HIV stehen. Deswegen ist es wichtig dieses Reservoir weiter zu
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erforschen und Strategien zu entwickeln, um die Auswirkungen von HIV Infektionen in

Astrozyten einzuschranken.

1.1.5.2 Strategien zur Behandlung von HIV Reservoiren

Der Hauptgrund warum HIV Infektionen bis heute nicht geheilt werden kénnen, sind HIV
Reservoire in verschiedenen Organen der Patienten. Durch eine cART Behandlung wird die
Viruslast in Patienten unter das Detektionslimit reduziert, sobald die Behandlung
unterbrochen wird, steigt die Viruslast allerdings wieder an [47]. Dies liegt an HIV
Reservoiren, in denen das integrierte virale Genom in seiner latenten Form vorliegt. Durch
externe Stimuli kann das HIV Genom wieder reaktiviert werden und es kommt erneut zu

einer aktiven Virusreplikation (1.1.5).

»~Shock and kill* Strategie

Eine Strategie, um gegen diese latenten HIV Reservoire vorzugehen, ist der ,shock and Kill*
Ansatz. Hierbei soll in Patienten die Virusproduktion in Reservoirzellen aktiv durch
medikamenttse Behandlung reaktiviert werden und gleichzeitig soll die cART Behandlung
intensiviert werden. Durch die Re-Aktivierung der Virusproduktion in latenten Reservoirzellen
sollen diese entweder durch zytopathische Effekte aufgrund der HIV Replikation sterben
oder sie konnten vom korpereigenen Immunsystem angegriffen werden. Gleichzeitig wiirde
eine Intensivierung der cART Behandlung verhindern, dass de novo Infektionen von Zellen
durch HI-Viren aus den reaktivierten Reservoiren stattfinden. Erste Erfolge in ex vivo Studien
[71], die die Re-Aktivierbarkeit von latent infizierten CD4-positiven T-Zellen zeigten, wurden
aber bald durch darauffolgende Studien ergénzt, in denen gezeigt wurde, dass die
gleichzeitige Behandlung von Patienten mit einem LRA (engl. latency reversing agent) und
CART zu keiner Reduktion an latenten Reservoirzellen im Patienten flhrt [72—74].
Grundsatzlich gibt es einige Bedenken, die mit dem ,shock and kill“ Ansatz einhergehen
[75]:

(a) Der Einsatz von LRAs reaktiviert nicht nur die Virusproduktion in latent infizierten T
Lymphozyten, sondern aktiviert auch naive T Lymphozyten an sich. Diese Aktivierung kann
verschiedene Auswirkungen haben. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die
Behandlung von CD4-positiven T Zellen mit dem LRA Virinostat (SAHA) zu einer erhdhten
Infektionsrate dieser Zellen durch HIV fuhrt [76].

(b) Da bekannt ist, dass verschiedene Mechanismen die Latenz von HIV fordern, besteht die
Mdglichkeit, dass ein LRA, welcher nur einen Aspekt der Latenz angreift, nicht ausreicht, um
alle latenten Reservoirzellen zu re-aktivieren [75].

(c) Eine Voraussetzung fir den Erfolg einer ,shock and kill* Therapie ist, dass sowohl die

Behandlung durch einen LRA als auch die cART Behandlung alle im Kdrper vorhandenen
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Reservoire erreicht. Zumindest fir Reservoire im ZNS wurde allerdings bereits gezeigt, dass
nicht alle zugelassenen ART Wirkstoffe therapeutisch ausreichende Konzentrationen im
ZNS erreichen [42].

(d) Durch den Einsatz von LRAs kdnnen auch andere latente Viren im Patienten re-aktiviert
werden, zum Beispiel das Epstein-Barr Virus, das Cytomegalovirus oder das Herpes
Simplex Virus [77-79].

Vor allem bei Reservoiren im ZNS birgt der ,shock and kill“ Ansatz weitere Gefahren. Durch
die absichtliche Re-Aktivierung von latenten HIV Proviren wirde der zytopathische Effekt der
Virusreplikation zu einem Verlust von Mikrogliazellen und Astrozyten fiihren. Dieser Effekt
wirde auch bei T-Zellreservoiren auftreten. Im Gegensatz zu Astrozyten, zeichnen sich T-
Zellen allerdings durch eine schnelle Zellerneuerung aus und kdnnten den Verlust an T-
Zellen im Patienten somit ausgleichen, was bei Astrozyten nicht der Fall ware. Aul3erdem
wirde die erhohte Virusreplikation im ZNS die neurotoxischen Effekte einer HIV Infektion
verschlimmern (siehe oben), was fatale Folgen fir den Patienten hétte [75,80].

»,Soothe and snooze” Strategie

Ein anderer Ansatz zur Behandlung von Reservoiren ist die sogenannte ,soothe and
snooze“ Strategie. Hierbei wird versucht eine permanente Stillegung des latenten HIV
Provirus zu erreichen und somit zu verhindern, dass durch die Reaktivierung von
Reservoirzellen eine erneute HIV Produktion in diesen Zellen stattfinden kann [75]. Ein
Beispiel hierfur ist die Behandlung von Zellen mit dem HIV-1 Tat-Inhibitor Didehydro-
Cortistatin A. Hierbei konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung mit dem Inhibitor
die Reaktivierung in latent infizierten T-Lymphozyten verhindert werden konnte [81].
Allerdings ware auch hierbei eine lebenslange Einnahme von Medikamenten nétig.

Eine weitere Madglichkeit die ,soothe and snooze“ Strategie zu verfolgen, waéren
gentherapeutische Ansétze. Hierbei ware es mdglich zellulare HIV Restriktionsfaktoren in
Reservoirzellen zu exprimieren. Es wurden bereits einige zellulare Proteine entdeckt, die in
der Lage sind die HIV Replikation auf verschiedenen Ebenen zu inhibieren [82]. Ein Beispiel
hierflr ist die Proteinfamilie Risp/Fam21. Nach einem Yeast-Two Hybrid Screen mit einer
HIV-Rev Sequenz wurde eine mit Rev interagierende Proteinsequenz mit dem Namen
16.4.1 identifiziert. 16.4.1 ist in den Risp/Fam21 Proteinen enthalten. Es konnte gezeigt
werden, dass die Uberexpression von 16.4.1 in einer persistent infizierten Astrozytom-
Zelllinine (TH4-7-5; 2.1.7) zu einer Reduktion der HIV Replikation fuhrte, wahrend siRNAs
gegen 16.4.1 zu einem Anstieg der HIV Replikation fihrten. In beiden Fallen konnte der
Effekt auf die HIV Replikation auf eine Abnahme oder einen Anstieg der Rev Funktion

zuriickgefiihrt werden [83,84]. Eine dauerhafte Uberexpression der 16.4.1-Sequenz konnte
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also durch die Inhibierung der Rev Funktion zu einer permanenten Stilllegung des HIV

Provirus in latent infizierten Astrozyten flhren.

Ein vollkommen anderer Ansatz, der vor allem in den letzten Jahren vermehrt untersucht
wurde, ist die gezielte Mutation des HIV Provirus durch Genomeditierungssysteme. Die Idee
hierbei ist, dass man mit Hilfe von Genomeditierungssystemen (Tabelle 2) gezielt, den HIV
Provirus auch in latenten Reservoirzellen angreifen kénnte ohne dabei in andere zellulare
Ablaufe einzugreifen, was bei einer medikamentdsen Behandlung der Fall ware (Details
siehe Abschnitt 1.3). Die Genomeditierungssysteme wirden hierbei daftir verwendet werden
Mutationen einzufuihren, die den HIV Provirus dauerhaft inhibieren. Es gibt bereits einige

Studien, in denen dieser Ansatz erfolgreich umgesetzt wurde [85—88].

Da jeder gentherapeutische Ansatz den Einsatz eines viralen Vektors voraussetzt, werden
im folgenden Kapitel Adeno-assoziierte Viren vorgestellt, die ein potentes virales

Vektorsystem darstellen.

1.2 Adeno-assoziierte Viren (AAVS)

Adeno-assoziierte Viren gehdren zur Familie der Parvoviren und darin zum Genus
Dependovirus. AAVs sind kleine, im Durchmesser ca. 20 nm grof3e, unbehillte Viren, die ein
einzelstrangiges DNA Genom beherbergen. Erstmals entdeckt wurden sie Anfang der
1960er Jahre als Ko-Infektionen in Adenovirus-infiziierten Zellkulturen [13]. Ca. 80% der
Bevolkerung sind positiv fir Antikdrper gegen AAVs, was eine vorherige Infektion
voraussetzt. Es wurden aber bis heute keinerlei Krankheitsbilder mit einer AAV Infektion in

Zusammenhang gebracht [89].

1.2.1 Genom- und Virusaufbau

Der am besten erforschte AAV Serotyp ist AAV2. Anhand von AAV2 wird im Folgenden der

Aufbau des viralen Genoms und des Viruspartikels erlautert.

Das Genom von AAV2 ist 4860 nt lang und besteht aus einem einzelstrangigen, linearen
DNA Molekil (Abbildung 7A). Es enthdlt 2 Leserahmen, die fur insgesamt 7 Proteine
kodieren. Flankiert werden die Leserahmen von 2 palindromischen Sequenzen, den ITRs
(engl. Inverted terminal repeats), welche im Fall von AAV2 jeweils 145 nt lang sind. ITRs
sind wahrend des Replikationszykluses an der Amplifikation des viralen Genoms, der
Integration des viralen Genoms in das Wirtsgenom und der Verpackung von neuen viralen
Genomen in das Kapsid beteiligt. Da die ITRs nicht nur zueinander komplementar sind,

sondern auch innerhalb einer Sequenz komplementéare Bereiche enthalten, kénnen sie T-
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férmige Haarnadelschleifen ausbilden [13,90].

Das AAV Genom enthalt drei Promotoren, die aufgrund ihrer Lage im viralen Genom p5, p19
und p40 Promotor genannt werden. Vom p5 Promotor aus werden die mRNAs fir die
regulatorischen Proteine Rep78 und Rep52 synthetisiert, wobei Rep52 aus einer
gespleiRten mRNA gebildet wird. Der Promotor pl9 kontrolliert die Transkription der
regulatorischen Proteine Rep68 und Rep40. Rep40 wird hierbei erneut von einer
gespleiRten mMRNA gebildet. Die mRNAs der drei Kapsidproteine VP1, VP2 und VP3 werden
ausgehend vom p40 Promotor synthetisiert. Aufgrund von alternativen Splei3varianten
benutzen alle drei VP Transkripte unterschiedliche Startkodons fir die spatere Translation
[91].

5ITR 3ITR

p5 p19 p40
\A / v
rep F—{ cap

|—- Rep78 + Rep52 |—’ VP1 + VP2 + VP3

Rep68 + Rep40

51TR 3ITR

Transgen

Abbildung 7: Schema des AAV Genoms. (A) Das Genom von AAVs enthalt zwei
Leserahmen (rep, cap), deren Transkription von drei verschiedenen Promotoren (p5, p19,
p40) kontrolliert werden. Rep78, Rep68, Rep52 und Rep40 sind regulatorische Proteine und
VP1, VP2 und VP3 bilden die Kapsidproteine. Flankiert wird das Genom von zwei ITR
Sequenzen, die T-férmige Sekundarstrukturen ausbilden. (B) Um AAVs als virale Vektoren
Zu benutzen, wird das komplette Genom bis auf die ITRs durch das gewlinschte Transgen
ersetzt. Alle zur Replikation bendtigten Gene werden in trans zugefugt. Details siehe
Abschnitt 1.2.3.

Die Viruspartikel sind ikosaedrisch aufgebaut, nicht von einer Lipdmembran umhdllt und
besitzen einen Durchmesser von ca. 20 nm. An den Ecken des Kapsides befinden sich 7 nm

lange Fortsatze. Das Viruskapsid besteht aus den Proteinen VP1, VP2 und VP3 im

17



Einleitung

Verhéltnis 1:1:10. Das VP2 Protein komplexiert tUber Aminosduren im Inneren des

Viruspartikels das Genom an das Kapsid [13,92].

1.2.2 Replikationszyklus

AAVs werden oft als ,defekte” Viren bezeichnet, da sie ohne eine Ko-Infektion der gleichen
Wirtszelle durch zum Beispiel Adenoviren nicht in der Lage sind sich aktiv zu replizieren.
Infiziert ein AAV eine Zelle ohne passende Ko-Infektion, so integriert das AAV Genom in das
Wirtsgenom und etabliert eine Latenz. Ein Ubertritt zu einer aktiven Replikation tritt nur ein,
wenn die Zellen durch Adenoviren infiziert werden. Im Folgenden wird ein aktiver
Replikationszyklus von AAV2 erlautert [89].

Der erste Schritt im Replikationszyklus ist die Bindung des AAV Partikels an einen zelluléaren
Rezeptor. Fur AAV2 wurden als Rezeptoren Heperansulfat und FGFR1 (engl. Fibroblast
growth factor receptor 1) identifiziert. Andere AAV Serotypen benutzen unterschiedliche
zellulare Rezeptoren (Tabelle 22), um an eine Zelle zu binden [93,94]. AAV2 wird als
nachstes durch eine Clathrin-vermittelte Endozytose in die Zelle aufgenommen [95]. Die
Details der weiteren Schritte sind bis heute nicht geklart. So ist zum Beispiel nicht bekannt
auf welchen Weg das AAV Genom in den Zellkern kommt oder an welchem Punkt das AAV
Kapsid getffnet wird, um das AAV Genom freizusetzen. Letztendlich findet sich das AAV
Genom im Zellkern der infizierten Zelle wieder, wo die DNA Amplifikation stattfindet [96]. Im
ersten Schritt der DNA Amplifikation (Abbildung 8) wird das ssDNA Genom von AAV2 zu
einem dsDNA Molekil umgeschrieben. Der T-formige 3° ITR dient hierbei als Primer fur
zellulare DNA Polymerasen (Abbildung 8, [a]), die einen komplementdren DNA Strang
synthetisieren und gleichzeitig die Sekundarstruktur des 5 ITRs auflésen (Abbildung 8 [b],
[97,98]). Vermutlich an diesem Punkt kommt es zur Integration des AAV Genoms in das
Wirtsgenom und es wird eine latente Infektion etabliert. Bei diesem Schritt sind die Proteine
Rep78 und Rep68 beteiligt. Beide Proteine werden nicht in AAV Partikel verpackt und
gelangen somit nicht durch die urspriingliche Infektion in die Zelle. Allerdings kommt es auch
ohne Ko-Infektion durch Adenoviren zu einer schwachen Expression des AAV Genoms und
somit zur Expression von Rep78 und Rep68. Die aktive DNA-Amplifikation wird aber erst
nach einer Ko-Infektion fortgesetzt, wahrscheinlich wird hierfir das AAV Genom wieder aus
dem Wirtsgenom herausgeschnitten [96]. Nach der Synthese des doppelstrangigen DNA-
Molekdils bilden sich zwei neue T-férmige ITRs (Abbildung 8, [c]), wobei das freigewordene
3' Ende erneut als Primer fir die Synthese eines komplementaren DNA Strangs dient und
gleichzeitig der 5' ITR Strang freigesetzt wird (Abbildung 8, [d]). Rep Proteine (vermutlich
Rep78 oder Rep68) binden nun an den urspringlichen ITR und verursachen einen
Einzelstrangbruch (Abbildung 8, [d]). Das nun freigewordene 3‘ Ende dient erneut als Primer

fur eine DNA Amplifikation, die die ITR Sequenz kopiert und somit ein neues AAV Genom
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freisetzt (Abbildung 8, [e]). Gleichzeitig dient das dsDNA Molekil als Basis fiir eine neue
Amplifikationsrunde (Abbildung 8, [f]). Rep52 und Rep40 sind nun mafgeblich daran
beteiligt die ssDNA Genome in AAV Kapside zu verpacken [97-99].

[a]

[b]

[c]

[d]

e
[ ] ( Rep78/Rep68

| | ti

" - D

Abbildung 8: Amplifikation eines AAV Genoms. [a] Ausgehend vom 3’ ITR wird ein
komplementérer (blau) DNA Strang synthetisiert, gleichzeitig wird die Struktur des 5" ITRs
aufgeldst [b]. Die beiden freien ITR Sequenzen bilden T-formige Sekundarstrukturen aus [c],
wobei das freie 3' Ende erneut als Primer fir die Synthese eines neuen DNA Strangs dient
[d]. Wahrend der Synthese wird der untere DNA Strang (schwarz) freigesetzt und es wird ein
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Einzelstrangbruch durch Rep78/Rep68 am urspriglichen ITR verursacht [d]. Das freie 3
Ende am freiwerdenen (schwarz) DNA Strang dient als Primer fur die Synthese einer
komplementaren DNA Sequenz, wodurch ein neues AAV Genom frei wird ([f], unten). Das
entstandene dsDNA Molekul ([f], oben) dient als Vorlage fir die nachste
Amplifikationsrunde. Bei scAAVs (1.2.3) erfolgt kein Einzelstrangbruch durch Rep78/68 [g],
dadurch wird das gesamte AAV Genom amplifiziert [h]. Nach der Bildung zweier neuer T-
formiger ITRs, wird ausgehend von einem freien 3' Ende ein neuer Strang synthetisiert,
wahrend gleichzeitg Rep78/Rep68 am verbleibenden Wildtyp 5° ITR einen Einzelstrangbruch
verursachen [i]. Letztendlich entstehen ein neues scAAV Genom und ein dsDNA Molekil,
welches als Vorlage fur weitere Amplifikationen dient.

1.2.3 AAVs als virale Vektoren

Aufgrund ihrer Biologie eignen sich AAVs sehr gut als virale Vektoren. Werden AAVs als
Vektoren verwendet, dann wird hierfir das komplette AAV Genom durch eine gewlinschte
Expressionskassette ersetzt, lediglich die beiden ITR Sequenzen bleiben erhalten
(Abbildung 7B). Alle fur die Replikation benétigten AAV- bzw. Adenoviralen Genprodukte
werden bei der Vektor Produktion in trans zur Verfligung gestellt [90]. Abbildung 9 zeigt den
Ablauf einer AAV Vektor Produktion. HEK293T Zellen werden hierfir mit drei verschiedenen
Plasmiden ko-transfiziert: (a) ein AAV Vektor Plasmid, welches neben den ITRs auch die
gewiinschte Expressionskassette enthéalt, (b) ein Helfer-Plasmid, welche fir die AAV Rep
und Cap Leserahmen kodiert und (c) ein Adeno-Helferplasmid, welches fir alle
Adenoviralen Genprodukte kodiert, die fir eine AAV Replikation bendtigt werden. Im
Anschluss an die Transfektion werden die HEK293T Zellen lysiert, da sich die AAV Partikel
im Zytoplasma anreichern [100].

Expressionskassette

2N

AdV
Helferplasmid

V

E2A

Transfektion\

Abbildung 9: Ablauf der AAV Herstellung. HEK293T Kulturen werden mit drei Plasmiden
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ko-transfiziert. Das AAV Vektorplasmid enthdlt zwei AAV ITR Sequenzen, die die
gewunschte Expressionskassette flankieren. Das AAV Helferplasmid enth&lt Sequenzen fur
die gewlnschten Kapsidproteine (cap) und die Sequenzen fir alle 4 regulatorischen
Proteine (rep). Das AdV Helferplasmid kodiert fUr die adenoviralen Proteine E2A und E4 und
fur die adenovirale long non-coding RNA VA. Nach der Transfektion findet in den HEK293T
Kulturen eine aktive AAV Replikation statt und die AAV Vektoren kdénnen im Anschluss
durch die Lyse der HEK293T Kulturen geerntet werden.

Grundsatzlich lassen sich zwei Formen von AAV Vektoren unterscheiden, die ssAAVs (engl.
single-stranded AAV) und die scAAVs (engl. self-complementary AAVS). Bezogen auf ihre
Replikation entsprechen ssAAVs den Wildtyp Viren und kénnen somit ca. 5 kb an DNA
verpacken. Bei self-complementary AAVs hingegen enthalt der 3' ITR des Genoms
entweder eine Mutation oder wurde durch den 3° ITR eines anderen Serotyps ersetzt [97].
Als Resultat kann wahrend der Replikation an diesem ITR kein Einzelstrangbruch durch die
Rep Proteine initiilert werden (Abbildung 8, [g]). Nach der Synthese des komplementéaren
DNA Stranges, kénnen die Rep Proteine nun am Wildtyp 5' ITR einen Einzelstrangbruch
erzeugen (Abbildung 8, [h]). Letztendlich entsteht so ein neues AAV Genom, das aus einem
ITR, einer Expressionskassette (blau), einem ITR, einer komplementéren
Expressionskassette (schwarz) und einem weiteren ITR besteht (Abbildung 8, [i]) [101,102].
Da ein AAV Kapsid maximal 5 kb DNA verpacken kann, darf die gewlnschte
Expressionskassette in einem scAAV nicht grof3er als 2,5 kb sein. Der Vorteil den scAAVs
gegenlber ssAAVs bieten, ist, dass nach der Infektion einer Zelle durch einen scAAV das
virale Genom sich selbststandig zu einem doppelstrangigen DNA Molekll zusammenlagern
kann. Dieser Schritt muss bei ssAAVs durch zelluldare Polymerasen erfolgen. Es konnte
bereits mehrfach gezeigt werden, dass scAAVs eine deutlich verbesserte

Transduktionseffizienz als ssAAVs zeigen [103,104].

1.2.3.1 Vergleich von AAVs mit anderen viralen Vektoren

Unterschiedliche virale Vektoren bieten verschiedene Vor- und Nachteile bei der
Transduktion von Zellen. Neben AAVs werden haufig auch Lentiviren oder Adenoviren als
virale Vektoren verwendet. AAVs bieten eine Vielzahl an Vorteilen im Vergleich zu Adeno-
bzw. Lentiviren:

(a) Im Vergleich zu Lentiviren integrieren AAVs ihr Transgen nicht in das Wirtsgenom, da die
fur die Integration benétigten AAV Proteine Rep78 und Rep68 weder im AAV Vektorgenom
kodiert sind, noch bei der Herstellung in die Viren verpackt werden. Es kann also zu keinen
Integrations-bedingten Mutationen im Wirtsgenom kommen [105,106].

(b) Wahrend Adenoviren oft eine transiente Transgenexpression hervorrufen, ist fir AAVS

beschrieben worden, dass die Expression des Transgens langanhaltend ist [107].
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(c) Die Transduktion mit Adenoviren fuhrt oft zu starken antiviralen Effekten des
Immunsystems in vivo. AAV Transduktionen hingegen rufen diese Effekte nicht hervor
[108,109].

(d) Im Vergleich zu Lenti- und Adenoviren enthalten AAV Transgene lediglich die ITR
Sequenzen des Wildtypvirus. Mégliche Rekombinationen, die eine erneute Virulenz des
Vektors hervorrufen kbénnen, sind somit ausgeschlossen [110].

Ein weiterer Vorteil von AAVs ist, dass selbst Infektionen mit dem Wildtypvirus beim
Menschen zu keinen Krankheitssymptomen fihren. AufRerdem sorgt die grof3e Anzahl an
verschiedenen Serotypen mit unterschiedlichen Tropismen dafir, dass es maoglich ist
Vektoren zu benutzen, die gezielt und effizient einen gewinschten Zelltyp transduzieren
[111].

1.2.3.2 Kapsidmodifikationen
Die bereits hohe Anzahl an natirlichen AAV Serotypen kann noch weiter erhdht werden,

indem Mutationen im AAV Kapsidgen eingefuhrt werden. Somit kénnen AAV Vektoren mit
spezifischen Transduktionseigenschaften erzeugt werden. Eine bewéhrte Methode hierfir ist
das ,Peptide Display“. Anhand des Kapsids von AAV2 konnte gezeigt werden, dass die
Aminosaurepositionen 585-588 innerhalb des Kapsidproteins fur die Bindung des Virus an
eine Wirtszelle verantwortlich sind. Beim ,Peptide Display“ werden nun in diese Stelle des
AAV Genoms kurze (7-9 aa) Aminoséduremotive kloniert, die den Tropismus des Vektors
verandern kdnnen. Dies ist mittlerweile nicht nur mit AAV2 moglich, sondern mit jedem AAV
Serotyp, der identifiziert wurde. Somit erhéht sich die Menge an AAVs und es ist moglich
nach AAVs mit bestimmten Eigenschaften zu screenen. AAVs kdnnen also auch benutzt
werden, um HIV-inhibierende Sequenzen gezielt in bestimmte HIV Reservoire einzubringen.
[96,111,112].

1.3 Genomeditierung zur Inhibierung der HIV Replikation

Mit der standigen Weiterentwicklung von Genomeditierungssystemen ist der Gedanke
vorangetrieben worden latente virale Reservoire mit Hilfe dieser Systeme zu inaktivieren,
anstatt den Ansatz weiterzuverfolgen latente Proviren zu reaktivieren, um sie im Anschluss
aus dem Korper von Patienten zu entfernen (1.1.5.2). Im Folgenden werden verschiedene

Genomeditierungssysteme vorgestellt.
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1.3.1 Vergleich verschiedener Genomeditierungssysteme

In Tabelle 2 sind einige Beispiele von verschiedenen Studien aufgefuhrt, die erfolgreich mit
unterschiedlichen Genomeditierungssystemen HIV  Proviren inaktiviert oder den

Replikationszyklus auf zellularer Seite inhibiert haben.

Tabelle 2: Verschiedene Genomeditierungssysteme und ihr Einsatz zur Inhibierung der HIV
Replikation.

Genomeditierungssystem Beschreibung Quelle

Tre Rekombinase Rekombinase, die in der Lage ist den 5° und [85,113,114]
den 3 HIV LTR zu binden und durch eine
Rekombinationsreaktion den HIV Provirus

Zu entfernen

TALENSs e Verwendung zur Inaktivierung des HIV [115]
Ko-Rezeptors CCR5
e Verwendung zur Inaktivierung des HIV [86]
Provirus
ZNF-Nuklease e Verwendung zur Inaktivierung des HIV [116,117]
Ko-Rezeptors CCR5
e Verwendung zur Inaktivierung des HIV [87]
Provirus
CRISPR/Cas9 e Verwendung zur Inaktivierung des HIV [118,119]
Ko-Rezeptors CCR5
e Verwendung zur Inaktivierung des HIV [88,120-122]
Provirus

Die Tre Rekombinase leitet sich von der Cre Rekombinase ab. Die Cre Rekombinase ist in
der Lage an bestimmte DNA Motive (=LoxP) zu binden und somit einzelne Gene, die von
zwei LoxP Sequenzen in gleicher Orientierung flankiert sind, herauszuschneiden. Im
Anschluss wird die DNA wieder zusammengefligt und das gewlnschte Gen wurde entfernt
[123]. Durch eine Reihe von in vitro Evolutionsschritten wurde die Cre Rekombinase so
verandert, dass sie in der Lage ist LTR Sequenzen zu binden und folglich den zwischen den
LTR Sequenzen liegenden HIV Provirus aus Zellen zu entfernen [113,114].

Bei TALENs und Zink-Finger Nukleasen handelt es sich in beiden Fallen um
Fusionsproteine aus einer unspezifischen Endonuklease und einer DNA-Bindedomane. Die
DNA-Bindedomane ist im Fall von Zink-Finger Nukleasen eine Abfolge an

Aminosauremotiven, die jeweils ein DNA-Basentriplett binden, wahrend bei TALENSs jedes
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Aminosauremotiv ein einzelnes Basenpaar bindet [124].

2012 wurde mit der Einfuhrung des CRISPR/Cas9 Systems das Feld der Genom-Editierung
grundlegend verandert. Im Vergleich zu Rekombinasen, ZNF-Nukleasen oder TALENs war
es nun nicht mehr nétig eine ganze Proteindomane zu entwerfen um eine spezifische DNA-
Bindung und eine darauffolgende Genomeditierung durchzufihren. Stattdessen wird die
DNA-Bindung bei CRISPR/Cas9 uber ein RNA-Molekul erreicht, welches schnell und
einfach entworfen werden kann (4.3.2). Im folgenden Abschnitt wird das CRISPR/Cas9
System detalilliert erlautert.

1.3.2 Genomeditierung durch CRISPR/Cas9

Urspringlich stammt das System aus Bakterien, in welchen es als Verteidigungsstrategie
gegen Fremd-DNA eingesetzt wird. Ubertragen auf die Forschung ist es heute eine effiziente
und einfache Methode Gene in verschiedenen Organismen zu manipulieren (Abbildung 10;
[125]).

Das CRISPR/Cas9 System besteht aus Cas9, einer DNA-Endonuklease, die auch RNA
Molekile binden kann und aus einer gRNA (engl. guide RNA). Die gRNA ist ein
synthetisches RNA Molekllil, das einerseits aus einem ,scaffold“ Bereich besteht, der in der
Lage ist an Cas9 zu binden und andererseits aus einer 20 nt langen Sequenz, die
komplementar zum Genabschnitt, welcher modifiziert werden soll, entworfen werden kann.
Werden sowohl Cas9 als auch die gRNA in der gleichen Zelle exprimiert, so bindet die
gRNA an Cas9, was eine Konformationsanderung innerhalb von Cas9 zur Folge hat. Cas9
ist nun in der Lage an DNA zu binden. Der Cas9/gRNA Komplex bindet nun an DNA
Bereiche innerhalb des Genoms, die ein sogenanntes PAM (engl. Protospacer Adjacent
Motif) enthalten. Das PAM ist eine DNA Sequenz, die Cas9 bendtigt, um an DNA binden zu
kénnen. Die Sequenz des PAMs ist abhdngig von der Bakterienart, aus der das verwendete
Cas9 Enzym isoliert wurde. FlUr Cas9 aus Streptococcus pyogenes ist die PAM Sequenz
NGG, wobei N eine beliebige Base darstellt. Sobald Cas9 an ein PAM gebunden hat, das an
eine zur gRNA komplementdren Sequenz grenzt, erzeugt Cas9 genau 3 Basenpaare

upstream des PAMs einen Doppelstrangbruch in der DNA [125-128].

Doppelstrangbriiche innerhalb einer Zelle kbnnen durch zwei verschiedene Mechanismen
repariert werden: Homologe Reparatur Mechanismen (engl. Homology-Directed Repair,
HDR) oder Nicht-Homologe Reparatur Mechanismen (engl. Nonhomologous End Joining,
NHEJ). Beim HDR wird der Doppelstrangbruch beinahe fehlerfrei repariert, da das
Schwesterchromosom als Vorlage fur die Reparatur dient. Fehlt diese Vorlage werden
Doppelstrangbriiche tber den NHEJ Weg repariert. Hierbei entsteht eine Vielzahl von

Fehlern, die sich durch den Einbau von kleinen Insertionen, Deletionen oder
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Punktmutationen aufRern kdnnen. Obwohl durch NHEJ der Doppelstrangbruch repariert
werden kann, so kann es dennoch passieren, dass der reparierte Genabschnitt im
Anschluss nicht mehr funktionsfahig ist [129]. Dieser Umstand wird durch den Einsatz von
CRISPR/Cas9 ausgenutzt, um Gene gezielt auszuschalten. Neben der Eigenschaft Gene
auszuschalten, konnen modifizierte CRISPR/Cas9 Konstrukte auch benutzt werden, um die

Expression von Genen anzuschalten oder lediglich fir eine kurze Zeit zu inhibieren [130].

Ziel-DNA

Abbildung 10: Schematischer Ablauf der Genomeditierung durch CRISPR/Cas9.
Werden sowohl die Endonuklease Cas9 als auch die zur Ziel-DNA komplementare gRNA in
der gleichen Zelle exprimiert, so bindet die gRNA an Cas9. Der Cas9/gRNA Komplex bindet
nun an Sequenzen des zellularen Genoms, die ein PAM enthalten. Wenn auf die PAM
Sequenz eine Ziel-DNA Sequenz folgt, die exakt komplementér zur gRNA ist, dann induziert
Cas9 einen Doppelstrangbruch drei Basenpaare upstream des PAMs. Die Zelle ist nun in
der Lage diesen Doppelstrangbruch entweder durch homologe oder nicht-homologe
Reparatur Mechanismen zu reparieren. Auf diese Weise ist es moglich verschiedenste DNA
Mutationen innerhalb der Ziel-DNA hervorzurufen.

Die Fahigkeit von CRISPR/Cas9 Gene dauerhaft zu inaktivieren, wurde schnell als
Maoglichkeit erkannt latente Infektionen von verschiedenen Viren zu bekéampfen (humanes
Papillomavirus, Hepatitis B Virus, Eppstein-Barr Virus, [131]). Auch latente HIV Infektionen
bieten ein gutes Ziel fur CRISPR/Cas9. Es gibt eine Vielzahl von Studien (Tabelle 2), die die
erfolgreiche Inaktivierung von HIV Proviren in unterschiedlichen Zellsystemen belegen
(verschiedene Reporterzelllininen, T-Zelllinien, Monozyten und Makrophagen). In den
meisten Studien wurde das CRISPR/Cas9 System entweder durch Transfektion oder durch
lentivirale Transduktion in die Zelle eingefihrt, was die grundsatzliche Durchflhrbarkeit des
Ansatzes belegt, aber entweder keine geeignete Methode fir in vivo Studien ist oder ein zu
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grolRes Risiko fur ungewollte Insertions-bedingte Mutationen im Wirtsgenom darstellt.
Trotzdem stellt das CRISPR/Cas9 System einen vielversprechenden Ansatz zur

Bekampfung von latenten HIV Infektionen in verschiedenen Reservoiren dar [88,120-
122,132].

26



Einleitung

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung eines AAV-basierten Vektors, der in der Lage ist
effizient neurale Progenitorzellen und vor allem Astrozyten zu transduzieren. Hierfur sollten
nicht nur natirliche AAV Serotypen analysiert werden, sondern auch modifizierte AAVS.
Nach der Identifikation eines geeigneten Vektors sollten dessen Transduktionseigenschaften
genauer untersucht werden. Hierzu zahlten die Fahigkeit des Vektors eine Langzeit-
Transgenexpression zu vermitteln und die Frage, wie spezifisch der Vektor fir die
Transduktion von neurale Progenitorzellen und Astrozyten ist. Die Spezifitat eines Vektors
lasst sich auch durch den Einsatz eines zellspezifischen Promotors erhdhen. Es sollten
daher verschiedene Promotoren auf ihre Fahigkeit eine auf neurale Progenitorzellen und
Astrozyten limitierte Transgenexpression zu vermitteln, getestet werden. Die Spezifitat des
Vektors sollte dabei sowohl in Einzelzellsystemen als auch in gemischten Zellpopulationen

getestet werden.

Nach der Identifikation und Charakterisierung eines geeigneten Vektors sollte des Weiteren
analysiert werden, ob der Vektor dazu verwendet werden kann HIV-inhibierende Sequenzen
in verschiedene HIV-Zellsysteme einzubringen. Als HIV-inhibierende Sequenzen wurden
zum einen der zellulare HIV Restriktionsfaktor 16.4.1 und zum anderen das Genom-
Editierungssystem CRISPR/Cas9 verwendet. Fir die Verwendung von CRISPR/Cas9 ist das
Entwerfen von gRNAs nétig. In dieser Arbeit sollten daher gRNAs entworfen werden, die an
fur die HIV Transkription wichtige Elemente des HIV LTRs binden und gleichzeitig ein
geringes Risiko aufweisen an andere DNA Sequenzen zu binden. Der Effekt von
CRISPR/Cas9 auf die HIV Infektion sollte auf verschiedenen Ebenen untersucht werden
(provirale DNA, RNA- und Proteinebene).
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien
In dieser Arbeit verwendete Puffer (6.1), Chemikalien (6.2), Verbrauchsmaterialien (6.3) und

Geréate (6.4) sind im Anhang aufgelistet.

2.1.1 Medien

Tabelle 3: Kulturmedien fiur alle in dieser Arbeit verwendeten Zellen.

Medien fur die Vermehrung von Bakterien

LB-Medium 10 g/l Trypton
5 g/l Hefeextrakt
10 g/l NaCl
pH 7,0

LB-Agar LB-Medium mit 15 g/l Agar

SOC Medium 20 g/l Trypton
10 g/l Hefeextrakt
0,5 g/l NaCl
2,5 mM KCI
20 mM Glukose
pH 7,0

Humane Zellkulturmedien

Proliferationsmedium HNSCs DMEM F12 1:1 mit GlutaMAX-I

1% BSA

1x N2-Supplement

5 mM Hepes

0,5% FKS

1% Penicillin/Streptomycin Losung (PenStrep)
20 ng/ml FGF-2

20 ng/ml EGF

Differenzierungsmedium HNSCs DMEM F12 1:1 mit GlutaMAX-I
1% BSA
1x N2-Supplement
5 mM Hepes
0,5% FKS
1% Penicillin/Streptomycin Losung (PenStrep)

Zellkulturmedium fur adhérente Zellen DMEM (+4,5 g D-Glukose, +25 mM Hepes,
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+L-Glutamin)
10% FKS
1% Penicillin/Streptomycin Losung (Anti-Anti)
1 x Natriumpyruvat

Zellkulturmedium fur Suspensionszellen  VLE RPMI 1640
10% FKS
1% Penicillin/Streptomycin Losung

HNSC.100 und HNSC.LatGFP1.2 Zellen wurden entweder in Proliferationsmedium oder
Differenzierungsmedium kultiviert. Jurkat Zellen und PBMCs wurden im Zellkulturmedium far
Suspensionszellen kultiviert. Alle anderen Zelllinien, die in dieser Arbeit verwendet wurden,
wurden im Zellkulturmedium flr adharente Zellen kultiviert, lediglich hiPSC Zellen und davon

abgeleitete Zellen wurden in anderen Medien kultiviert (siehe Abschnitt 6.6).

2.1.2 Kits

Tabelle 4: Alle Kits, die in dieser Arbeit verwendet wurden, sind zusammen mit dem
jeweiligen Hersteller/Lieferant aufgefiihrt.

Kit Hersteller/Lieferant
HIV-1 p24 Antigen Capture Assay Advanced Bioscience Laboratories
LightCycler® 480 SYBR Green | Master Roche

MiSeq Reagen Kit v2 (300 cycles) lllumina

Nextera Index Kit (24 indexes, 96 samples) lllumina
NucleoBond® Xtra Maxi Macherey-Nagel
NucleoSpin® Gel und PCR Clean-up Macherey-Nagel
NucleoSpin® Plasmid Macherey-Nagel
QlAamp DNA Mini Kit Qiagen

RNeasy Mini Kit Qiagen
SuperScriptTM First-Strand Synthesis System for _

RT-PCR Invitrogen

2.1.3 Oligonukleotide

Tabelle 5: Die Tabelle listet alle verwendeten Oligonukleotide auf. Die Sequenz ist in 5° — 3
Orientierung aufgefuihrt. Unter Bemerkungen befinden sich Referenzen, aus denen die
Sequenzen urspringlich stammen, oder Software/Online Tools mit denen Oligonukleotide
selbst entworfen wurden. Unterstrichene Sequenzen zeigen von llumina vorgegebene
Adaptorsequenzen an. Oligonukleotide fur gRNAs (gRNA 1-6; Luc) sind in grof3
geschriebene Bereiche (= eigentliche gRNA) und klein geschriebene Bereiche (=
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Uberhange, die fiir Klonierung bendétigt werden) aufgeteilt. Alle Oligonukleotide wurden tiber

Metabion bestellt.

Name Sequenz (5°—>3") Bemerkungen
AAV-Titer fw TCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGG [133]

AAV-Titer rv CACTAGGGGTTCCTAGATCTCTCCC [133]

GFAP Sall fw CAGTCGACGCTCGGTACCAGA SerialCloner 2.6.1
GFAP Swal rv | ACATTTAAATCTCCAACCTGCTCT SerialCloner 2.6.1

GFAPECcoRI fw

ACGAATTCGCTCGGTACCAGATCT

SerialCloner 2.6.1

GFAPBSspEI rv

ACTCCGGACTCCAACCTGCTCT

SerialCloner 2.6.1

Nes714Sall fw

CAGTCGACGATCAGACTGCTAGAGATC

SerialCloner 2.6.1

Nes714Swal ACGATTTAAATGCGGCCGCGGGTA SerialCloner 2.6.1

rv

16.4.1 Xhol fw | GATCTCGAGATGGCTAGCTTTCCTGCTCT | SerialCloner 2.6.1

16.4.1 Agerv | ATACCGGTACTGGCCTCCAAAGGCATTC SerialCloner 2.6.1

gPCR_YFPfw | TTCTGCTTGTCGGCCATGAT Primer BLAST

gqPCR_YFPrv | AGGACGACGGCAACTACAAG Primer BLAST

T7 fw ATCCTTGATCTGTGGATCTACCA SerialCloner 2.6.1

T7 rv TCCTTTGATGCACACAATAGAGG SerialCloner 2.6.1

MiSegRv GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAG | SerialCloner 2.6.1
ACAGATTGAGGCTTAAGCAGTGGG

MiSeqLAl TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAA | SerialCloner 2.6.1
CAGGAGAGAGAAGTGTTAGAGTGGA

MiSeqNL43 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAA | SerialCloner 2.6.1
CAGACCCGGAGGGAGAAGTATTAG

gRNA 1 fw caccGTACTCCGGATGCAGCTCTC Genome Engineering 4.0

gRNA 1 rv aaacAGTACAGGCAAAAAGCAGCT Genome Engineering 4.0

gRNA 2 fw caccGGGGACTTTCCAGGGAGGTG Genome Engineering 4.0

gRNA 2 rv aaacCACCTCCCTGGAAAGTCCCC Genome Engineering 4.0

gRNA 3 fw caccGCCACTCCCCAGTCCCGCCC Genome Engineering 4.0

gRNA 3 rv 2aacGGGCGGGACTGGGGAGTGGC Genome Engineering 4.0

gRNA 4 fw caccGCCTGGGCGGGACTGGGGAG Genome Engineering 4.0

gRNA 4 rv caaaCTCCCCAGTCCCGCCCAGGC Genome Engineering 4.0

gRNA 5 fw caccAGCTGCTTTTTGCCTGTACT Genome Engineering 4.0

gRNA 5 rv aaacAGTACAGGCAAAAAGCAGCT Genome Engineering 4.0

gRNA 6 fw cacCACGCCAAAAATTTTGACTAG Genome Engineering 4.0
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gRNA 6 rv aaacCTAGTCAAAATTTTTGGCGT Genome Engineering 4.0
Luc fw caccGATAACTGGTCCGCAGTGGT Genome Engineering 4.0
Luc rv aaacACCACTGCGGACCAGTTATC Genome Engineering 4.0
HIV fw GTGTGTGGTAGATCCACAGATCAAGG [134]
HIV rv CCAGTCACACCTCAGGTACCTTTAAGACC | [134]
Pol fw GCACCACGTCCAATGACA [135]
Pol rv GTGCGGCTGCTTCCATAA [135]
BK1F GTAATACCCATGTTTTCAGCATTATC [136]
BK1R TCTGGCCTGGTGCAATAGG [136]
3-globin fw ACACAACTGTGTTCACTAGC [136]
3-globin rv CAACTTCATCCACGTTCACC [136]
2.1.4 gRNAs

Tabelle 6: Guide RNAs wurden mit dem Online Tool aus Hsu et al.,, 2013 ([127];
http:/www.genome-engineering.org) entworfen und binden sowohl im LTR von HIV-1 LAI als
auch von HIV-1 NL4-3. Die gRNA Luc wurde als Negativkontrolle entworfen und bindet
innerhalb der Renilla Luciferase. Alle gRNAs sind in 5 — 3' Orientierung aufgefuhrt.

Name Sequenz (5'—3%)
GTACTCCGGATGCAGCTCTC
GGGGACTTTCCAGGGAGGTG
GCCACTCCCCAGTCCCGCeC
GCCTGGGCGGGACTGGGGAG
AGCTGCTTTTTGCCTGTACT
ACGCCAAAAATTTTGACTAG
Luc GATAACTGGTCCGCAGTGGT

| O Bl W N|

2.1.5 Plasmide

puUC18

Das pUC18 Plasmid ist ein Klonierungsplasmid mit einer MCS (= multiple cloning site),
welche eine Vielzahl an Schnittstellen fir verschiedene Restriktionsenzyme besitzt. Das
Plasmid enthalt keine Protein-kodierende Sequenzen in der MCS und wurde fir mock
Transfektionen benutzt (Addgene 50004).

pLVTHM

Ein lentivirales Plasmid der 2. Generation, welches benutzt werden kann um shRNAs oder
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cDNAs in einem lentiviralem Vektor zu verpacken. Die Expression von shRNAs steht unter
der Kontrolle des H1 Promotors, wahrend die Expression von cDNAs unter der Kontrolle
eines EF1-a Promotors steht. Das Plasmid war ein Geschenk von Didier Trono (Addgene
12247).

pGfaABC1D-nLac

Expressionsplasmid fir LacZ Gen unter der Kontrolle des gfaABC;D Promotors. Der
gfaABC,D Promotor ist ein minimaler Promotor abgeleitet vom humanen Promotor fir die
Expression des Astrozytenmarkers GFAP (engl. Glial fibrillary acidic protein). Der gfaABC,D
Promotor hat eine Gréf3e von 681 bp [137]. Das Plasmid war ein Geschenk von Michael
Brenner (Addgene 53131).

nes714tk/lacZz

Expressionsplasmid fir LacZ Gen unter der Kontrolle des HSV tk Promotors (Herpes
Simplex Virus Thymidin Kinase). Unmittelbar vor dem HSV tk Promotor befindet sich ein 714
bp Fragment des zweiten Introns des humanen Nestingens, welches eine zellspezifische
Expression in neuralen Progenitorzellen ermdéglichen soll [138]. Das Plasmid war ein
Geschenk von Urban Lendahl (Addgene 47614).

pLAI.2
Das Plasmid enthéalt den kompletten Provirus des HIV-1 Stamms LAl ([139]; NIH AIDS
Reagents 2532).

pC16.4.1s9143
Expressionsplasmid fiir 16.4.1-GFP (sg143) unter der Kontrolle eines CMV Promotors [83].

pSSV9
Dieses Plasmid enthalt ein komplettes Wildtyp AAV2 Genom [140]. Es war ein Geschenk
von Dirk Grimm (Bioquant Heidelberg).

pBSU6

Dieses Plasmid wird fur die Herstellung von scAAVs benutzt. Es enthalt ein EYFP Reporter
unter der Kontrolle eines CMV Promotors. Flankiert wird die Expressionskassette von einem
AAV2 ITR und einem AAV4 ITR. Dieses Plasmid war ein Geschenk von Dirk Grimm
(Bioguant Heidelberg; [141]).

pHelper
Das Plasmid kodiert fur die adenoviralen Proteine E2A und E4 und fur die adenovirale long

non-coding RNA VA. Alle drei Elemente werden zur Herstellung von AAV Vektoren in
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HEK293T bendétigt. Dieses Plasmid war ein Geschenk von Dirk Grimm (Bioquant
Heidelberg).

pRep2Cap2

Das Plasmid enthalt einen Leserahmen fiir AAV2 Rep Proteine (Rep78, Rep68, Rep52,
Rep40) und einen fir AAV2 Cap Proteine (VP1, VP2, VP3). Das Plasmid wird fur die
Herstellung von AAV Vektoren, deren Hille von AAV2 abgeleitet ist, benétigt. Dieses

Plasmid war ein Geschenk von Dirk Grimm (Bioquant Heidelberg).

pRep2Capl
Plasmid enthalt einen Leserahmen fir AAV2 Rep Proteine und einen fir AAV1 Cap
Proteine. Das Plasmid wird fUr die Herstellung von AAV Vektoren, deren Hille von AAV1
abgeleitet ist, benoétigt. Dieses Plasmid war ein Geschenk von Dirk Grimm (Bioquant
Heidelberg).

pRep2Cap9P1

Plasmid enthalt einen Leserahmen fir AAV2 Rep Proteine und einen fir AAV9 Cap
Proteine, welche ein 7-mer langes, synthetisches Peptid (P1) integriert haben. Das Plasmid
wird fur die Herstellung von AAV9P1 Vektoren benttigt. Dieses Plasmid war ein Geschenk

von Dirk Grimm (Bioquant Heidelberg).

pSSV9_shortCMV-Cas9

Dieses Plasmid basiert auf dem AAV Plasmid pSSV9 und wird fir die Produktion von
SSAAVs bendtigt. Es enthalt einen verkirzten CMV Promotor, der die Expression der
Nuklease Cas9 (Streptococcus pyogenes) antreibt. Dieses Plasmid war ein Geschenk von

Dirk Grimm (Bioquant Heidelberg).

pSSV9_shortCMV_Cas9 H1gRNA

Dieses Plasmid basiert auf dem AAV Plasmid pSSV9 und wird fir die Produktion von
SSAAVs bendtigt. Es enthalt einen verkirzten CMV Promotor, der die Expression der
Nuklease Cas9 (Streptococcus pyogenes) antreibt. Zusatzlich enthdlt es eine
Expressionskasette fiir gRNAs, bestehend aus dem RNA-Polymerase Ill Promotor H1, zwei
BsmBI Klonierungsschnittstellen und einer scaffold RNA [142]. Dieses Plasmid war ein

Geschenk von Dirk Grimm (Bioquant Heidelberg).

pSSV9_shortCMV_Cas9 UG6gRNA
Dieses Plasmid basiert auf dem AAV Plasmid pSSV9 und wird fir die Produktion von
SsSAAVs bendtigt. Es enthalt einen verkirzten CMV Promotor, der die Expression der

Nuklease Cas9 (Streptococcus pyogenes) antreibt. Zusatzlich enthélt es eine

33



Material und Methoden

Expressionskasette fir gRNAs, bestehend aus dem RNA-Polymerase Ill Promotor U6, zwei
BsmBI Klonierungsschnittstellen und einer scaffold RNA [142]. Dieses Plasmid war ein

Geschenk von Dirk Grimm (Bioquant Heidelberg).

pSSV9_shortCMV_Cas9 7SKgRNA

Dieses Plasmid basiert auf dem AAV Plasmid pSSV9 und wird fur die Produktion von
ssAAVs benotigt. Es enthélt einen verkirzten CMV Promotor, der die Expression der
Nuklease Cas9 (Streptococcus pyogenes) antreibt. Zusatzlich enthdlt es eine
Expressionskasette fir gRNAs, bestehend aus dem RNA-Polymerase Il Promotor 7SK,
zwei BsmBI Klonierungsschnittstellen und einer scaffold RNA [142]. Dieses Plasmid war ein

Geschenk von Dirk Grimm (Bioquant Heidelberg).
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Tabelle 7: Plasmide, die in dieser Arbeit kloniert wurden, sind zusammen mit dem entsprechenden Ziel-Plasmid, Insert, den verwendeten
Restriktionsenzymen und einer Beschreibung aufgelistet. * Die dazugehdrige Plasmidkarten befinden sich im Anhang unter Abschnitt 6.5.

s9_7SKx

Cas9_7SKgRNA

Name Ziel-Plasmid Insert Enzyme Beschreibung
faABC.D  Promotor Zur Herstellung von lentiviralen Vektoren; Expression

pLVTHM_gfaABC,D* | pLVTHM g ! Sall, Swal | eines GFP Reporters unter der Kontrolle des gfaABC;D

aus pGfaABC;D-nLac

Promotors

Nes714  Intron  aus Zur Herstellung von lentiviralen Vektoren; Expression
pLVTHM_Nes714* pLVTHM Sall, Swal | eines GFP Reporters unter der Kontrolle des Nes714

nes714tk/lacZ

Introns

pBSU6_gfaABC,D- BSUG gfaABC.D Promotor | EcoRI, Zur Herstellung von scAAVs; Expression eines EYFP
EYFP* P aus pGfaABC,D-nLac | BspEl Reporters unter der Kontrolle des gfaABC;D Promotors

16.4.1 aus Zur Herstellung von scAAVs; Fusionsprotein aus 16.4.1
pBSUG_16.4.1-EYFP | pBSUG pC16.4.1sg143 Xhol, Agel und EYFP unter der Kontrolle eines CMV Promotors
pBSU6_gfaABC,D- SCAAV 16.4.1 gfaABC.;D Promotor | EcoRI, Zur Herstellung von scAAVs; Fusionsprotein aus 16.4.1
16.4.1-EYFP* - aus pGfaABC,D-nLac | BspEl und EYFP unter der Kontrolle des gfaABC;D Promotors
pSSV9_shortCMV_Ca | pSSV9_shortCMV_ = GRNA 1-6 BsmB Zur Herstellung von ssAAVs; Expression verschiedener
s9 Hilx Cas9 H1gRNA -9 gRNAs unter der Kontrolle von H1 Promotor
pSSV9_shortCMV_Ca | pSSV9_shortCMV_ « = GRNA 1-6 BsmB Zur Herstellung von ssAAVSs; Expression verschiedener
s9 _U6gx Cas9_UG6gRNA -9 gRNAs unter der Kontrolle von U6 Promotor
pSSV9_shortCMV_Ca | pSSV9_shortCMV_ % = gRNA 1-6: Luc BsmBl Zur Herstellung von ssAAVSs; Expression verschiedener

gRNAs unter der Kontrolle von 7SK Promotor
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2.1.6 Prokaryotische Zellen

XL10-Gold
Chemisch kompetente E. coli Zellen (Stamm: XL10-Gold), die fir Transformationen von neu

ligierten Plasmiden verwendet wurden (Agilent).

DH5a™
Chemisch kompetente E. coli Zellen (Stamm: DH5a), die fir die Re-Transformation von

Plasmiden benutzt wurden (ThermoFisher Scientific).

Stbl2™

Chemisch kompetente E. coli Zellen (Stamm: Stbl2), die fir die Transformation und Re-
Transformation von lentiviralen Plasmiden verwendet wurden. Aufgrund ihres Genotyps
eigenen sich diese Zellen dazu Plasmide mit repetitiven Sequenzen (LTRsS) zu vermehren

(ThermoFisher Scientific).

2.1.7 Humane Zellen

CHME-3
Hierbei handelt es sich um humane Mikrogliazellen, die durch Transfektion mit dem SV40

large T Antigen immortalisiert wurden [143].

HEK293T

Bei diesen Zellen handelt es dich um humane embryonale Nierenzellen (engl. human
embryonic kidney). Urspringlich stammen sie von HEK293 Zellen ab und wurden dann mit
dem SV40 large T Antigen immortalisiert (ATCC® CRL-3216™, [144]).

HelLa
Hela Zellen sind humane Epithelzellen, die von einem Cervixkarzinom abgeleitet sind
(ATCC® cCL-2™: [145]).

HepG2
Diese Zelllinie leitet sich von humanen Hepatozyten ab, die aus einem Leberkarzinom
isoliert wurden (ATCC® HB-8065™ [146]).

hiPSC (engl. human induced pluripotent stem cells)

Diese Zellen wurden aus humanen Vorhaut-Fibroblasten erzeugt. Hierflr wurden die Zellen
mittels wiederholter Transfektionen mit einem mMRNA Mix (bestehend aus mMRNAs
verschiedener Transkriptionsfaktoren) auf das Stadium von pluripotenten Stammzellen re-
programmiert. Die Zellen waren ein freundliches Geschenk von Dr. Micha Drukker (Institut

fur Stammzellforschung, Helmholtz Zentrum Muinchen) und wurden im Labor von Dr.
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Sabrina Desbordes (Institut fur Entwicklungsgenetik, Helmholtz Zentrum Minchen) zu
verschiedenen Zellen des ZNS differenziert. Die von hiPSC-abgeleiteten neuralen
Progenitorzellen, wurden im Anschluss zu Astrozyten und kortikalen Neuronen differenziert.

Detaillierte Protokolle zur Herstellung der Zellen sind im Abschnitt 6.6 zu finden.

HNSC.100

Hierbei handelt es sich um humane, fetale Progenitorzellen, die mit Hilfe des Onkogens v-
myc immortalisiert wurden. Die Zellen kénnen sowohl als proliferierende neurale
Progenitorzellen, als auch als differenzierte Astrozyten-angereicherte Zellpopulationen
kultiviert werden [147,148].

HNSC.LatGFP1.2

Basierend auf den HNSC.100 Zellen enthalten HNSC.LatGFP1.2 Zellen ein integriertes HIV
Provirus des Stammes NL4-3. Das Provirus wird nicht exprimiert (= latent) und enthalt im
Env ein integriertes GFP Gen, womit eine Replikation des Provirus ausgeschlossen ist.
Durch Behandlung der Zellen mit TNF-a (10 ng/ml) fir 30 h kann das Provirus reaktiviert
werden und die HIV Expression kann durch ansteigenden mRNA Level und die Expression
von GFP beobachtet werden [149].

Huh-7
Wie auch bei den HepG2 Zellen handelt es sich hier um humane Hepatozyten aus einem
Leberkarzinom [150].

Jurkat

Hierbei handelt es sich um T-Zellen, die aus peripherem Blut eines Patienten mit akuter
lymphoblastischer Leukdmie abstammen. Jurkat Zellen werden in Suspension Kkultiviert
(DSZM ACC 282; [151)).

LAN-5
Diese Zellen stammen aus einem humanen Neuroblastom und dienen als Modell fir
neuronale Zellen (DSZM ACC 673; [152]).

LC5-RIC

LC5-RIC Zellen leiten sich von LC5-CD4 Zellen ab. LC5-CD4 Zellen sind ein HelLa basiertes
Zellsystem, das stabil den zellularen Oberflachenrezeptor CD4 exprimiert. Geneticin wird
hierbei als Selektion benutzt [153]. LC5-RIC Zellen wurden zusatzlich stabil mit dem Plasmid
pLRED(2xIns)R transfiziert, wodurch ein LTR-abhangiger dsRed Reporter integriert wurde.

Die Expression von dsRed ist nur in Gegenwart der viralen Proteine Tat und Rev mdglich.
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Selektion auf das pLRED(2xIns)R Konstrukt wird durch eine HygromycinB Resistenz
ermdglicht [154].

PBMC (engl. peripheral blood mononuclear cell)

Mononukledre Zellen des peripheren Blutes wurden aus Buffy Coats (bayrisches Rotes
Kreuz) isoliert. Um PBMCs zu stimulieren wurden sie fur drei Tage mit 20 U/ml hiL-2 und 1
pg/ml PHA behandelt. Die Praparation und Stimulierung von PBMCs wurde von Johanna
Gotz (Institut fur Virologie, Helmholtz Zentrum Minchen) durchgefihrt. Ein detailliertes

Protokoll zur Isolierung von PBMCs aus Buffy Coats ist unter Abschnitt 6.7 zu finden.

Organoide

Organoide bestehend aus Astrozyten und kortikalen Neuronen wurden im Labor von Dr.
Sabrina Desbordes (Institut fur Entwicklungsgenetik, Helmholtz Zentrum Muinchen)
hergestellt. Fur die Herstellung wurden hiPSC so kultiviert, dass sie EBs (=embryonic
bodies) mit einem Durchmesser von 500-600 um bilden. Im Anschluss wurde durch Zugabe
von verschiedenen Wachstumsfaktoren die Differenzierung der Zellen zu Neuronen und
Astrozyten induziert. Das genaue Protokoll zur Herstellung von Organoiden ist im Abschnitt

6.6 zu finden.

TH4-7-5
Bei TH4-7-5 handelt es sich um eine persistent HIV infizierte Astrozytenzelllinie. Hergestellt
wurden TH4-7-5 Zellen durch die Infektion von 85HG66 Astrozytomzellen mit HIV,,, [155].

U-251MG, U-87MG
Beide Zelllinien wurden aus einem humanen Glioblastom isoliert und dienen als
Astrozytenmodell (ECACC 09063001; ATCC ®HTB-14™: [156]).

2.1.8 Antikérper

Tabelle 8: Alle verwendeten Antikdrper sind zusammen mit dem jeweiligen Hersteller, der
eingesetzten Verdinnung der Antikdrper-Stockldsung in 1xPBS + 5% BSA und der
Anwendung (IF = Immunfluoreszenzfarbung) aufgelistet.

Antikorper Lieferant/Hersteller Verdinnung

anti-Ki-67; Kaninchen Thermo Fisher Scientific 1:400 (IF)

anti-GFAP; Ziege Thermo Fisher Scientific 1:500 (IF)

anti-S100beta; Kaninchen | Thermo Fisher Scientific 1:200 (IF)

anti-Nestin; Kaninchen Zur Verfugung gestellt von Dr. Eugene | 1:1000 (IF)
Major, NINDS, NIH [157]

anti-beta Il tubulin; Maus | Thermo Fisher Scientific 1:500 (IF)
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anti- Kaninchen Alexa 488 | Thermo Fisher Scientific 1:200 (IF)
anti-Ziege Alexa 568 Thermo Fisher Scientific 1:400 (IF)
anti- Kaninchen Alexa 568 | Thermo Fisher Scientific 1:400 (IF)
anti-Maus Alexa 647 Thermo Fisher Scientific 1:400 (IF)
anti-Maus Alexa 546 Thermo Fisher Scientific 1:400 (IF)

2.1.9 Software und Online Tools

Tabelle 9: Auflistung an Software/ Online Tools zusammen mit Hersteller/Lieferant.

Name Hersteller/Lieferant

BLAST NCBI

BLAT UCSC Genome Bioinformatics
Diva BD Biosciences

Genome Engineering 4.0

Zhang Lab, MIT

GraphPad Prism 5

GraphPad Software Inc.

i-control™ Software Tecan Group
LightCycler® 480 Software (Version 1.5.0.39) Roche

Mega7 Kumar et al., 2016 [158]
Microsoft Office 2010 Microsoft Corp.

nanoDrop 2000c

Thermo Scientific

Primer BLAST

NCBI

Quantity One Vers. 241 Build 008

BioRad

R

The R Foundation

SerialCloner 2.6.1

Serial Basic

Unipro UGENE 1.24.2

Okonechnikov et al., 2012 [159]

Volocity® 6.3

Perkin Elmer Inc.

2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.1 Auftauen und Einfrieren von humanen Zellen

Um humane Zellen langfristig zu lagern, wurden diese eingefroren. Daflr wurden vom

gewinschten Zelltyp 5*10° Zellen abgezéhlt (2.2.2) und in ein 1,5 ml ReaktionsgefaR

Uberfihrt. Die Zellen wurden bei 200 g fur 5 min zentrifugiert und anschlieend mit 1x PBS

gewaschen. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt wurden die Zellen in 1 ml

Einfriermedium (Zellspezifisches Medium + 10% FKS + 10% DMSO) resuspendiert, in ein 2

ml KryogefalR3 Uberfihrt und anschlielend bei -80 °C eingefroren. Fir Langzeitlagerung

39




Material und Methoden

wurden die Zellen in einen Stickstofftank Gberfihrt.

Um Zellen nach dem Einfrieren wieder in Kultur zu nehmen, wurden die gefrorenen
Kryogefal3e im Brutschrank bei 37 °C aufgetaut und die Zellen wurden in 5 ml frisches
Kulturmedium tberfiihrt. Nach einer Zentrifugation bei 200 g fiir 5 min wurde der Uberstand
entfernt und das Zellpellet wurde in frischem Medium aufgenommen bevor es in eine

geeignete Zellkulturflasche tberflhrt wurde.

2.2.2 Kultivierung und Aussaat von humanen Zellen

Alle humanen Zellen wurden im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO, und einer relativen
Luftfeuchtigkeit von ca. 95% kultiviert. Fiur die Kultivierung wurden Zellkulturflaschen
unterschiedlicher Grézen verwendet (T75 oder T175). Zweimal pro Woche wurde unter dem
Mikroskop die Dichte der Zellen Uberprift und die Zellen wurden in angemessenen
Verhéltnissen passagiert. Bei adharenten Zellen wurde das Medium abgenommen und die
Zellen wurden mit 10 ml 1x PBS gewaschen. Nach Zugabe von 1 ml 0,5% Trypsin, wurden
die Zellen fur 2-3 min im Brutschrank inkubiert, bevor die Zellen in 9 ml frischem Medium
abgespult und damit vereinzelt wurden. Ein Aliquot, entsprechend der gewinschten
Verdinnung, wurde zusammen mit frischem Medium in eine Zellkulturflasche gegeben und
die Zellen wurden im Brutschrank inkubiert. Bei Suspensionszellen wurde ein Teil des alten
Mediums inkl. Zellen abgenommen und durch frisches Medium ersetzt.

Fur die Durchfihrung verschiedener Experimente wurden die Zellen in Zellkulturschalen
verschiedener Gréf3en ausgesat. Hierfir wurden die Zellen wie beim Passagieren geerntet
und nach Aufnahme in frischem Medium in einer Zahlkammer ausgezahlt. 10 pul der
Zellsuspension wurden in eine Kammer gegeben und es wurden unter dem Mikroskop 3
GroRkammern ausgezahlt. Der errechnete Mittelwert aus den 3 Grollkammern wurde mit
1*10* multipliziert und ergab somit die Zellzahl/ml. Abhéngig von dem Zelltyp wurden

unterschiedliche Zellzahlen ausgesat (Tabelle 10).

Tabelle 10: Zellzahl,

Abhangigkeit der Zelllinie.

die

in entsprechenden Zellkulturschalen ausgesat wurde in

Zelltyp 6-well 12-well 24-well 48-well 96-well
CHME-3, HEK293T,

HeLa, HepG2, HuH-7,|2*10%well | 1*10%well | 5*10%well | 3*10%well | 1*10%well
Lan-5, LC5-RIC

HNSC.100,

HNSC.LatGFP1.2, TH4- . . . . .
7.5, U-251MG. U-87MG, 4*10°/well | 2*10°/well | 1*10°/well | 5*10%/well | 2*10%/well
Jurkat
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2.2.3 Kultivierung, Aussaat und Differenzierung von HNSC.100 und HNSC.LatGFP1.2

Die Oberflachen samtlicher KulturgefaBe fur HNSC.100 oder HNSC.LatGFP1.2 Zellen
wurden zuerst mit Poly-L-Lysin Lésung behandelt. Dafiir wurden die Oberflachen mit Poly-L-
Lysin Losung benetzt und 20 min bei RT inkubiert. Nach Abnahme des Poly-L-Lysin wurden
die Oberflachen zweimal mit 1x PBS gewaschen und anschlieBend bei RT getrocknet. Bei
der Passage von HNSC.100 und HNSC.LatGFP1.2 Zellen wurde das Proliferationsmedium
abgenommen, die Zellen mit 5 ml 1x PBS gewaschen, 1 ml 0,5% Trypsin hinzugegeben und
die Zellen bei 37 °C fur 3 min inkubiert. Die Zellen wurden anschlieRend mit 9 ml 1x PBS +
10% FKS abgespult und in ein 15 ml Reaktionsgefald tbertragen. Nach einer Zentrifugation
bei 200 g fur 5 min, wurde der Uberstand verworfen und die Zellen in frischem
vorgewarmten Proliferationsmedium resuspendiert. Ein geeignetes Aliquot wurde in eine
frische T75 Zellkulturflasche Ubertragen. Die Aussaat der Zellen erfolgte wie im Abschnitt
2.2.2 beschrieben.

Um HNSC.100/HNSC.LatGFP1.2 Zellen zu differenzieren wurde die 3-fache Menge an
Zellen ausgesat (Tabelle 10). Am darauffolgenden Tag wurde die Dichte der Zellen
Uberprift. Bei vollstandiger Konfluenz wurde das Proliferationsmedium abgenommen, die
Zellen mit 1x PBS gewaschen und es wurde frisches vorgewarmtes Differenzierungsmedium
auf die Zellen gegeben. Das Differenzierungsmedium wurde zweimal die Woche

gewechselt, nach zwei Wochen war die Differenzierung abgeschlossen.

2.2.4 Transfektion von Plasmiden mit X-tremeGENE (Roche)

Um Fremd-DNA in eukaryotischen Zellen zu exprimieren, ist es mdglich mittels Transfektion
Plasmide direkt in Zellen einzubringen. In dieser Arbeit wurden Transfektionen mit X-
tremeGENE von Roche durchgefiihrt. X-tremeGENE ist ein nicht-liposomales
Multikomplexreagenz, das DNA komplexiert und somit die Aufnahme durch Zellen
ermdglicht.

Am Tag vor der Transfektion wurden Zellen ausgesat (Tabelle 10). Fur die Transfektion
wurden pro 1 ug DNA 200 pl FKS-freies DMEM Medium (Tabelle 3) vorgelegt, die DNA
hinzugefiigt und der Ansatz wurde kurz gevortext. Danach wurden pro Ansatz 3 ul
XtremeGene zugefiigt und der Ansatz wurde erneut kurz gevortext. Der Ansatz wurde fiir 10
min bei RT inkubiert und anschlielend tropfenweise auf die Zellen pipettiert. Die

transfizierten Zellen wurden fiir mindestens 48 h im Brutschrank inkubiert.

2.2.5 Transduktion von Zellen/Organoiden mit viralen Vektoren

Alternativ zur Transfektion ist es auch mdglich Fremd-DNA mit Hilfe eines viralen Vektors in
Zellen einzubringen. Als virale Vektoren wurden in dieser Arbeit AAVs verwendet, deren
Titer nach der Produktion (2.2.6) mittels gPCR (2.3.14) ermittelt wurde. Der gewiinschte
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Zelltyp wurde am Vortag der Transduktion ausgesat (Tabelle 10). AAVs wurden bei 37 °C
aufgetaut und mit einer MOI (= multiplicity of infection) von 1*10° direkt auf die Zellen
gegeben. Nach Zugabe der Vektoren wurde die Zellkulturschale vorsichtig geschwenkt, um
eine gleichmaRige Verteilung der Vektoren im Medium zu garantieren. Die transduzierten
Zellen wurden fur mindestens 48 h im Brutschrank inkubiert.

Transduktionen von HNSC.100 Zellen wéhrend des AAV Screenings (3.1.1) wurden mit 10
pl von jeder Vektorstocklosung durchgefihrt, da es sich bei der AAV Bibliothek um Zelllysate
handelt und die einzelnen Titer nicht bestimmt wurden.

Organoide wurden mit 1,5*10"/ml AAV9P1 Partikeln transduziert und fiir 48 h Stunden

kultiviert.

2.2.6 Produktion von Adeno-assoziierten Vektoren

For die Produktion von AAVs wurden 10x 15 cm Petrischalen mit jeweils 4,5*10° HEK293T
Zellen ausgesat. Zwei Tage nach der Aussaat wurden die Zellen mit 3 Plasmiden
transfiziert: pHelper, pRep2CapX (X = gewinschtes Kapsidprotein; 2.1.5) und pSSV9-
basiertes Plasmid fir ssAAVs oder pBSUG6-basiertes Plasmid fiir scAAVs (2.1.5). Fur die
Transfektion der Zellen einer Petrischale wurden 2 ml FKS-freies DMEM mit jeweils 7,5 pg
von jedem Plasmid gemischt. AnschlieRend wurden 67,5 pul PEI (1 mg/ml) hinzugefltigt und
der komplette Ansatz wurde kurz gevortext. Nach Inkubation des Ansatzes bei RT fir 10
min, wurde der Transfektionsmix tropfenweise auf der Platte verteilt, die Platte wurde
vorsichtig geschwenkt und die Zellen wurden fir 6 h im Brutschrank inkubiert. Nach 6 h
wurde das Medium abgenommen und durch frisches DMEM ersetzt. Im Anschluss wurden
die Zellen fur 72 h im Brutschrank inkubiert.

Da AAVs nicht in den Zellkulturiiberstand abgegeben werden, wurden die Zellen mittels
eines Zellschabers von der Platte geerntet. Hierflir wurden die Zellen ins Medium geschabt
und anschlieBend in ein 50 ml Reaktionsgefall tberfihrt. Die Platte wurde zuséatzlich mit 10
ml 1x PBS gespilt, um alle restlichen Zellen zu ernten. Die Zellsuspensionen aller Platten
einer Virusproduktion wurden bei 200 g fiir 15 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet wurde mit 25 ml 1x PBS gewaschen. Nach einem erneuten
Zentrifugationsschritt wurde das Zellpellet in 4 ml AAV-Lyse Puffer (6.1) resuspendiert. An
diesem Punkt war es mdglich die AAV Produktion zu unterbrechen und die Zellen bei -80 °C
einzufrieren.

Die Zellen wurden durch funf Einfrier-Auftau Zyklen aufgeschlossen. Wéahrend eines Zyklus
wurden die Zellen fur 3 min in flussigem Stickstoff eingefroren, danach im Wasserbad (37
°C) aufgetaut und kurz gevortext. AnschlieBend wurde die Zellsuspension fir 90 s im
Ultraschallbad weiter aufgeschlossen. Pro Ansatz wurden 50 U/ml Benzonase hinzugefugt,

der Ansatz wurde fur 30 min bei 37 °C inkubiert, um Nukleinsauren aufRerhalb von AAV
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Kapsiden abzubauen. Das Zelllysat wurde als nachstes bei 900 g fir 15 min bei 4 °C
zentrifugiert, der Uberstand wurde in ein frisches 50 ml Reaktionsgefafl tibertragen und die
Zentrifugation wurde wiederholt. Der vom Zelldebris aufgereinigte Virusstock wurde
entweder sofort aliquotiert und bei -80 °C eingefroren oder mittels eines lodixanol-
Gradienten weiter aufgereinigt.

Der lodixanol-Gradient wurde in ein 8,9 ml Polyallamer OptiSeal Zentrifugenrohrchen
pipettiert (Abbildung 11).

AAAAA O

15%
lodixanol

2h
—
50.000 rpm

25%
lodixanol

Virusstock

15% 25%
U W lodixanol

Abbildung 11: Pipettierschema eines lodixanolgradienten. Der Gradient wurde in 8,9 ml
Polyallamer OptiSeal Zentrifugenréhrchen pipettiert. Als erstes wurde der Virusstock
hinzugefiigt, bevor die einzelnen Phasen unter die jeweils vorangegangene Phase pipettiert
wurden. Nach einer Zentrifugation bei 320.000 g fiir 2 h wurde die 40% lodixanolphase, in
der sich die AAVs anreichern, mit Hilfe einer Kanlile abgenommen.

Hierflr wurde zuerst der Virusstock vorsichtig und unter Vermeidung von Blasenbildung in
das Roéhrchen pipettiert. Im Anschluss wurden vier lodixanol Phasen von unterschiedlicher
Konzentration hinzugeftigt, wobei die jeweils hoher konzentrierte Phase unter die vorherige
pipettiert wurde, um somit klare Phasengrenzen zu erzeugen (Abbildung 11). Folgende
Mengen der unterschiedlichen lodixanol-Verdiinnungen wurden verwendet: 0,75 ml 15%
lodixanol-Lésung, 1,0 ml 25% lodixanol-Losung, 1,5 ml 40% lodixanol-Lésung, 1,0 ml 60%
lodixanol-Lésung. Die genaue Zusammensetzung der lodixanol-Lésungen ist in Abschnitt
6.1 aufgelistet. Das Réhrchen wurde verschlossen, mit einem passenden Gegengewicht auf
0,01 g genau austariert und anschlielend folgte eine Zentrifugation bei 320.000 g und 4 °C
fur 2 h. Wahrend der Zentrifugation reichern sich die AAV Partikel in der 40% lodixanol-
Losung an. Nach der Zentrifugation wurde der Deckel des Réhrchens abgenommen und mit

Hilfe einer Kanule (@ 0,6x25 mm) die Wand des Rdhrchens am unteren Ende der 40%
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Phase durchstochen (Abbildung 11). Die AAV-haltige 40% Phase wurde abgenommen,
aliquotiert und bei -80 °C weggefroren.
Der Titer jeder AAV Produktion wurde mittels qPCR (2.3.14) bestimmt.

2.2.7 gRNA Screening

Wie in der Einleitung (1.3) beschrieben, besteht das CRISPR/Cas9 System aus der
Nuklease Cas9 und einer sogenannten gRNA (= guide RNA). Sechs verschiedene gRNAs
zur Bindung an das provirale Genom (Abbildung 32) und eine Kontroll-gRNA zur Bindung an
Renilla Luciferase wurden wie im Abschnitt 3.4.2.1 beschrieben entworfen und in
verschiedene Plasmide kloniert (Tabelle 7). Zur ldentifizierung potenter gRNA-Plasmid
Kombinationen, die in der Lage sind die HIV-1 Replikation zu inhibieren, wurde ein

Screeningablauf wie in Abbildung 12 dargestellt, etabliert.

Transfektion von Plasmiden zur

Expression von
72 h 48 h
- > =3 Plate Reader
HEK293T Uberstand auf
LC5-RIC

+ LAl
+ CRISPR/Cas9
LC5-RIC

|

HEK293T

Abbildung 12: Schema zum Ablauf des gRNA Screenings. An Tag eins wurden
HEK293T Zellen mit pLAL2 und verschiedenen Plasmiden, die flr unterschiedliche
CRISPR/Cas9 Kombinationen kodieren, ko-transfiziert. Nach 72 h wurden 20 pl des
HEK293T Uberstandes, in dem sich HIV-1 Partikel befanden, auf die Reporterzelllinie LC5-
RIC pipettiert. LC5-RIC Zellen enthalten einen durch die HIV-1 Proteine Tat und Rev
induzierbaren dsRed Reporter. Weitere 48 h spater wurden die LC5-RIC Zellen auf die
Expression des dsRed Reporters durch Messung der Fluoreszenzintensitat mit Hilfe eines
Plate Readers untersucht.

HEK293T Zellen wurden in 48-well Platten ausgesat (Tabelle 10). Am nachsten Tag wurden
die Zellen mit verschiedenen Plasmidkombinationen transfiziert (2.2.4). Ein
Transfektionsansatz enthielt 100 ng pLAI.2, 200 ng CRISPR/Cas9 Plasmid (2.1.5) und 0,6 pl
XtremeGENE in 50 pl FKS-freiem DMEM. Die Expression von pLAIL.2 in HEK293T Zellen
fuhrt zur Bildung und Freisetzung infektioser HIV-1 Partikel, wéhrend die Expression
verschiedener CRISPR/Cas9 Konstrukte die HIV-1 Expression inhibiert. Als
Negativkontrollen wurden HEK293T Zellen mit dem leeren pUC18 Plasmid transfiziert (=
mock) oder mit pUC18 und entweder pSSV9_shortCMV-Cas9 (=mock+Cas9),
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pUBgRNA5 RSVgfp (=mock+gRNA) oder pSSV9_shortCMV_Cas9 U6g5 (=mock+all-in-
one). Als Positivkontrollen wurden HEK293T Zellen mit pLAI.2 alleine transfiziert (=LAIl) oder
mit pLAL2 und entweder pSSV9 shortCMV-Cas9 (=LAI+Cas9), pU6gRNA5 RSVgfp
(=LAI+gRNA) oder pSSV9_shortCMV_Cas9_ 7SKLuc (=LAI+Luc).

72 h Stunden nach Transfektion wurden 20 pl des HEK293T Uberstandes zu LC5-RIC
Zellen gegeben, welche 24 h zuvor in eine 96-well Platte ausgeséat worden waren. Das
Fluoreszenzsignal der LC5-RIC Zellen wurde 48 h nach Ubertrag der Uberstande im Tecan
Infinite M200 Plattenleser analysiert. Hierfir wurde das Kulturmedium restlos abgenommen
und die Expression des dsRed Reporters bei einer Anregung von 552 nm und einer
Emission von 596 nm gemessen.

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Microsoft Excel. Der Mittelwert (MW) der
Positivkontrolle (= nur Virus, ohne CRISPR/Cas9) wird hierbei als 100% Infektion und der
Mittelwert der Negativkontrolle (= ohne Virus, ohne CRISPR/Cas9) als 0% Infektion gewertet
(Formel 1).

. Messwert X — MW Negativkontrolle
Infektion [%] = MW Positivkontrolle *100

Formel 1. Der Prozentsatz an infizierten Zellen (Infektion [%]) errechnet sich aus der
Differenz des Messwertes X und dem Mittelwert (MW) der Negativkontrollen (= unifizierte
und unbehandelte Zellen). Diese Differenz wird im Anschluss durch den Mittelwert (MW) der
Positivkontrolle (= infizierte und unbehandelte Zellen) geteilt. Das Ergebnis wird durch die
Multiplikation mit 100 in Prozent umgerechnet.

Einzelne Experimente wurden in Triplikaten durchgefihrt. Nach drei unabhangigen

Experimenten wurden die Ergebnisse gemittelt und die Standardabweichungen bestimmit.

2.2.8 Quantifizierung von Gag-p24 Mengen

Um die Menge an HIV-1 Kapsidprotein in Zellkulturtiberstanden zu bestimmen, wurde der
HIV-1 p24 Antigen Capture Assay von Advanced Bioscience Laboratories verwendet. Dafiir
wurden Zellkulturiberstande abgenommen und in 1,5 ml Reaktionsgefafie tbertragen. Die
Uberstande wurden bei 200 g fiir 3 min zentrifugiert, um darin befindliche Zellen zu
entfernen. Als nachstes wurden die Uberstande in DMEM + 0,5% Triton-X verdiinnt, um die
Lipidmembran der Viruspartikel zu lysieren und p24 freizusetzen. Die Verdinnungen
erfolgten abhangig von der erwarteten p24 Menge und befanden sich im Bereich von 1:10
bis 1:10.000. Ein Standard, bestehend aus rekombinanten p24 Protein, wurde in den

Konzentrationen 100 pg/ml, 50 pg/ml, 25 pg/ml, 12,5 pg/ml, 6,25 pg/ml und 3,1 pg/ml
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angefertigt. FUr die Verdinnungen des Standards wurde DMEM + 0,5% Triton-X verwendet.
Jeweils 100 ul der verdinnten Zellkulturiiberstande und der Standardldsungen wurden in
eine ELISA Platte Uberfuhrt, welche zuvor mir 25 ul Lyse-Puffer pro Vertiefung versehen
wurde. Die Platte wurde fir 1 h bei 37 °C inkubiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
abgenommen und die Platte wurde dreimal mit dem Waschpuffer des Kits gewaschen. Pro
Vertiefung wurden 100 pl der Konjugat-Losung hinzugefiigt und die Platte wurde erneut bei
37 °C fur 1 h inkubiert. Als nachstes wurde die Platte dreimal gewaschen, bevor 100 pl der
Peroxidase-LOsung hinzugefligt wurden. Die Platte wurde fir 30 min bei RT im Dunklen
inkubiert und die Peroxidase Reaktion wurde schlieRlich mit 100 pl Stopp-Lésung
abgebrochen. Die Platte wurde im Plattenleser ausgewertet, wobei eine Absorption bei 450
nm gemessen wurde. Mit Hilfe der Standardverdinnungen konnte im Anschluss eine

Standardkurve erstellt werden und somit die p24 Mengen der Proben bestimmt werden.

Neben Zellkulturiberstanden wurden auch Zelllysate fir den p24 ELISA verwendet, um die
intrazellulare Menge an p24 zu bestimmen. Hierfir wurden die Zellen wie in Abschnitt 2.2.2
beschrieben geerntet. AnschlieRend wurden die Zellen in ein 1,5 ml Reaktionsgefal
uberfihrt und bei 200 g fiir 3 min zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurde das
Zellpellet mit 1x PBS gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Zellpellet wurde im Anschluss
in 200 pl DMEM + 5% Triton-X resuspendiert und zur Lyse fir 15 min bei RT inkubiert. Als
nachstes wurde das Zelllysat bei 900 g fur 5 min zentrifugiert, um vorhandenen Zelldebris zu
entfernen. Der Uberstand wurde im Verhaltnis 1:10.000 mit DMEM verdiinnt und wie bereits

beschrieben fiir einen p24 ELISA verwendet.

2.2.9 Immunfluoreszenzfarbung von humanen Zellen

Zellen, die fur eine Immunfluoreszenzfarbung vorgesehen waren, wurden auf 12 mm
Deckglaschen ausgesiat. Daflr wurde je ein Deckglaschen in eine Vertiefung einer 12-well
Platte gelegt. Die Deckglaschen wurden zur Sterilisation in 80% EtOH getrankt,
anschlieRend mit 1x PBS gewaschen und bei RT getrocknet. Fur Farbungen von HNSC.100
Zellen wurden die Deckglaschen im Anschluss zur Desinfektion mit Poly-L-Lysine behandelt
(2.2.3). Nach der Aussaat der Zellen wurden diese entsprechend dem gewlnschten
Experiment behandelt. Nach Abschluss der Behandlung wurde das Kulturmedium
abgenommen und die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen. Durch Zugabe von 500 pl 1x
PBS + 2% PFA wurden die Zellen fixiert. Die Fixierung wurde uber Nacht bei 4 °C
durchgefuhrt. Am néchsten Tag wurde die Fixierlosung abgenommen und die Zellen wurden
viermal mit 1x PBS gewaschen. 500 yl Quenching-Lésung (6.1) wurden pro Vertiefung auf
die Zellen gegeben und die Zellen wurden fur 10 min bei RT inkubiert. Nach vier
Waschschritten mit 1x PBS wurden die Zellen durch Zugabe von 500 pl 1x PBS + 0,1%
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Triton-X fir 10 min bei RT permeabilisiert. Dieser Schritt dient zur Destabilisierung der
zellularen Membranen, um den Eintritt von Antikdérpern zu ermdglichen. Im Anschluss
wurden die Zellen viermal mit 1x PBS gewaschen und als nachstes geblockt. Hierflr wurden
die Zellen fur 10 min bei RT mit 500 ul 1x PBS + 5% BSA behandelt. Die Primarantikorper
wurden entsprechend Tabelle 8 in 1x PBS + 5% BSA verdiinnt. 50 ul jeder Antikérperldsung
wurden auf ein Stiick Parafilm pipettiert und das Deckglaschen mit den Zellen wurde aus der
12-well Platte entnommen und mit der Zellseite auf der Antikdrperlésung platziert. Die
Deckglaschen wurden in einer feuchten Kammer 1 h fir die Farbung von zytoplasmatischen
Proteinen und 1,5 h fir die Farbung von Proteinen im Zellkern inkubiert. Im Anschluss
wurden die Deckglaschen zurtick in die 12-well Platte Gbertragen und viermal mit 1x PBS
gewaschen. Sekundarantikdrper wurden entsprechend Tabelle 8 in 1x PBS + 5% BSA
verdiinnt. Erneut wurden 50 pl jeder Antikorperlosung auf ein Stick Parafilm pipettiert und
die Zellplattchen darauf platziert. Die Inkubation mit den Sekundérantikorpern erfolgte fir 1 h
in einer feuchten Kammer bei RT und in Dunkelheit. Wieder wurden die Deckglaschen in
eine 12-well Platte Ubertragen und viermal mit 1x PBS gewaschen. Zuletzt wurden die
Zellkerne mit DAPI angefarbt. Dafur wurde DAPI-Stocklésung (1 mg/ml) 1:1000 in 1x PBS
verdunnt. Es wurden 300 pl der DAPI-Lésung auf die Zellen gegeben und fir 15 min bei RT
inkubiert. Die DAPI-L6sung wurde abgenommen und die Zellen wurden viermal mit 1x PBS
gewaschen. Die Deckglaschen wurden mit Molwiol Uberzogen und mit der Zellseite nach
unten auf Objekttrager gelegt. Die Objekttrager wurden Uber Nacht bei RT und in Dunkelheit
getrocknet und anschlieRend bei 4 °C gelagert.

Zellen die sich von humanen induziert pluripotenten Stammzellen (hiPSC) ableiten, wurden
direkt in ihren Kulturschalen gefarbt. Hierfir wurden alle Schritte bis zur Inkubation mit
Primarantikorpern (Tabelle 8) wie oben beschrieben durchgefihrt. 300 pl der
Primarantikoérper-Losungen wurden direkt auf die Zellen gegeben und fir 1 h bei RT
inkubiert. Nach vier Waschschritten mit 1x PBS wurden 300 ul der Sekundarantikorper-
Losungen (Tabelle 8) direkt auf die Zellen gegeben und ebenfalls fir 1 h bei RT und in
Dunkelheit inkubiert. DAPI Farbung der Zellkerne wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt.
Nach den Farbungen wurden die Zellen mit 500 pl 1x PBS versehen und unmittelbar in

Anschluss mikroskopiert.

2.2.10 Immunfluoreszenzfarbung von Organoiden

AAV-transduzierte Organoide (2.2.5) wurden mit einer abgeschnittenen 1 ml Pipettenspitze
vom Kulturmedium in 1x PBS Ubertragen und anschlie3end in 1x PBS + 4% PFA fixiert. Das
Einbetten der Organoide in Gelatine/Succrose Lésung und das anschlieRende Anfertigen
von Kryo-Schnitten (Dicke pro Schnitt = 12 pm) wurde von Marion Lechner (Institut fur

Entwicklungsgenetik, Helmholtz Zentrum Minchen) durchgefiihrt. Die Schnitte wurden auf
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Objekttragern platziert und bei -20 °C gelagert.

Fur die Immunfluoreszenzfarbung der Schnitte wurden die Objekttrager fir 15 min bei RT
aufgetaut und anschlieBend fir 1 h bei RT mit Permeabilisierungspuffer (6.1) behandelt.
Antikérper gegen GFAP und beta 11l Tubulin wurden entsprechend Tabelle 8 in 1x PBS + 1%
BSA + 0,2% Triton-X verdinnt und anschlieBend entweder getrennt oder im Verhdltnis 1:1
gemischt. Der Objekttrager wurde tUber Nacht bei 4 °C in einer feuchten, dunklen Kammer
mit der Antikérpermischung inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde der Objekttrager
dreimal mit 1x PBS gewaschen und mit den Sekundarantikdrpern inkubiert. Diese wurden
wie in Tabelle 8 beschrieben in 1x PBS + 1% BSA + 0,2% Triton-X verdinnt und
anschlielend entweder getrennt oder als 1:1 Mischung auf den Objekttrager gegeben.
Inkubation mit den Sekundarantikdrpern erfolgte fir 1 h bei RT in einer feuchten Kammer.
Als nachstes wurden die Objekttrager dreimal mit 1x PBS gewaschen und mit DAPI gefarbt
(2.2.9). Nach drei weiteren Waschschritten mit 1x PBS wurden die Schnitte auf den
Objekttragern mit Molwiol Uberzogen und mit Deckgldschen bedeckt. Am nachsten Tag

wurden die Objekttrager mikroskopiert.

2.2.11 Mikroskopie-Analyse

Samtliche Mikroskopiebilder/-analysen wurden mit einem Nikon TiE, welches mit dem Perkin
Elmer UltraView Vox System ausgestattet wurde, durchgefiihrt. Als Software wurde Volocity
6.2.1 von Perkin Elmer verwendet. Immunfluoreszenzfarbung wurden wie in den Abschnitten
2.2.9 und 2.2.10 beschrieben durchgefiihrt. Fir die Quantifizierung von Ki-67 positiven
proliferierenden und differenzierten HNSC.100 Zellen wurden jeweils 300 Zellen ausgezahilt.
Fur die Quantifizierung der Ko-Lokalisation von EYFP mit Nestin (= proliferierende
HNSC.100) oder GFAP (= differenzierte HNSC.100) wurden jeweils 200 Zellen gezahlt. Die
Ko-Lokalisation von EYFP mit GFAP (= Astrozyten) oder beta Ill Tubulin (= Neuronen)
innerhalb von Organoiden wurde mittels des Pearson Korrelationskoeffizienten (Pl)
bestimmt. Hierbei werden mit Hilfe der Software Volocity 6.2.1 unterschiedliche
Proteinfarbungen des gleichen Bildausschnittes Ubereinandergelegt. Die Software errechnet
im Anschluss zu welchem Malf die Pixel der einzelnen Proteinfarbungen ko-lokalisieren und
gibt diese Ko-Lokalisation als Wert zwischen 0 (= keine Ubereinstimmung) und 1 (= vollige

Ubereinstimmung der Pixel) an.

2.2.12 FACS Canto Il Analyse und Auswertung

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (engl. FACS = fluorescence-activated cell sorting) ist es
maoglich Zellen auf die Expression von Fluoreszenzproteinen zu untersuchen, hierflr werden
die Zellen einzeln in eine Kapillare gesaugt. Die so vereinzelten Zellen werden zum einen

durch Vorwarts- (FSC) und Seitwartsstreulicht (SSC) auf GréRe und Granulitéat untersucht,
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somit ist es mdglich eine intakte Zellpopulation zu definieren, zum anderen werden die
Zellen mittels Anregung durch einen Laserstrahl auf die Expression von
Fluoreszenzproteinen geprift.

Um Zellen mit Hilfe des FACS Canto |l auf die Expression von Fluoreszenzproteinen zu
untersuchen, wurden die Zellen wie in den Abschnitten 2.2.2 und 2.2.3 geerntet. Die Zellen
wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefald tbertragen und bei 200 g fir 5 min zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet wurde in 500 pl 1x PBS gewaschen. Als
nachstes wurde die Zentrifugation wiederholt und das Pellet wurde in 400 pl 1x PBS + 2%
PFA resuspendiert. Die Zellen wurden entweder bei RT fur 15 min oder tber Nacht bei 4 °C
fixiert. Die fixierten Zellen wurden im Anschluss in ein FACS-ROhrchen Ubertragen und am
FACS Canto Il analysiert. Eine Negativkontrolle (= ohne Fluoreszenzprotein) wurde benutzt
um mit Hilfe des Vorwarts- und des Seitwartsstreulichts eine Region (= Gate) mit intakten
Zellen zu definieren und gleichzeitig um die Grenze zu einem Gate zu bestimmen, welches
die Unterscheidung von fluoreszierenden Zellen von nicht fluoreszierenden Zellen
ermdglicht. Im Anschluss wurden verschiedene Proben analysiert, wobei pro Probe 10000
Events detektiert wurden. Samtliche FACS Daten in dieser Arbeit werden als Mittelwert aus
drei unabhangigen Experimenten dargestellt, wobei jedes Experiment in Triplikaten
durchgefuhrt wurde. Es werden jeweils die Mittelwerte aller Wiederholungen zusammen mit

der Standardabweichung dargestellt.

2.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion erméglicht es bestimmte DNA Sequenzen aus einem
Plasmid oder aus genomischer DNA (gDNA) zu amplifizieren. Samtliche PCR Anséatze, die
im Anschluss zur Klonierung oder Sequenzierung verwendet wurden, wurden mit einer
Polymerase durchgefuhrt, welche eine zusatzliche 3‘ — 5° Exonuklease-Aktivitat (= proof-
reading Aktivitat) besitzt. Mit Hilfe dieser Exonuklease-Aktivitat kann die Polymerase falsch
eingebaute Nukleotide entfernen und verringert so die Wahrscheinlichkeit eines
Sequenzfehlers. Ein Standardansatz fiir eine solche PCR ist in Tabelle 11 gezeigt, wahrend

Tabelle 12 den Ablauf einer solchen PCR zeigt.

Tabelle 11: Reaktionsansatz fur eine Standard-PCR mit der proof-reading Polymerase Pfu.
Primersequenzen sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Substanz Menge
10x Pfu Puffer mit 20 mM MgCI2 | 5 pl
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dNTP Mix (jeweils 10 uM)

2 ul (jeweils 0,1 uM)

Primer 1 (10 uM)

200 nM fir Plasmid Amplifikation
400 nM fur Amplifikation aus gDNA

Primer 2 (10 uM)

200 nM fur Plasmid Amplifikation
400 nM fur Amplifikation aus gDNA

DNA 100 ng Plasmid-DNA
300 ng gDNA

Pfu Polymerase 2,5 Units

Nuklease-freies Wasser variabel

Totales Volumen 50 ul

Tabelle 12: Reaktionsablauf einer PCR (Pfu oder Taq). Die Temperatur wahrend der
Hybridisierung ist von der Primersequenz (Tabelle 5) abhangig und betragt finf Grad
weniger als die Schmelztemperatur Tm des Primers.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung | 95 °C 3 min 1
Denaturierung | 95 °C 30s

Hybridisierung | variabel 30s 35

Elongation 72 °C 2 min/kb fir Pfu Polymerase
1 min/kb fur Taq Polymerase
Elongation 72 °C 10 min 1

Alle PCR Ansatze, bei denen keine 3’ - 5’ Exonuklease-Aktivitat benétigt wurde, wurden mit

einer Taq Polymerase durchgefiihrt. Tabelle 13 zeigt einen Standardansatz einer solchen
PCR, wéhrend Tabelle 12 den Reaktionsablauf darstellt.

Tabelle 13: Reaktionsansatz fir eine Standard-PCR mit der
Primersequenzen sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Substanz Menge

5x Green GoTaq Reaktionspuffer | 10 pl

dNTP Mix (jeweils 10 pM) 2 pl (jeweils 0,1 pM)
Primer 1 (10 uM) 400 nM

Primer 2 (10 uM) 400 nM
Genomische DNA 300 ng

Taq Polymerase 1,25 Units

Taq Polymerase.
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Nuklease-freies Wasser variabel

Totales Volumen 50 ul

PCR Produkte wurden im Anschluss bei -20 °C gelagert. Eine Aufreinigung der Amplifikate
erfolgte entweder Uber Agarosegel-Elektrophorese (2.3.3) oder direkt mit Hilfe des

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kits von Macherey-Nagel (2.3.4).

2.3.2 Restriktionsverdau

Fur Klonierungen wurde sowohl das Ziel-Plasmid als auch das geplante Insert (=
aufgereingites PCR-Produkt) mit den gleichen Restriktionsenzymen verdaut, um die fir die
Ligation (2.3.5) bendtigten identischen Uberhange zu erzeugen. In Tabelle 14 ist ein
Standardansatz fur einen Restriktionsverdau aufgeftihrt. Alle Ansatze wurden fiir mindesten
1 Stunde bei der fiir das jeweilige Enzym empfohlenen Temperatur inkubiert. Im Anschluss
an den Verdau wurden Plasmide uber eine Agarosegel-Elektrophorese (2.3.3) und PCR
Produkte direkt mit Hilfe des NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kits von Macherey-Nagel
aufgereinigt (2.3.4).

Tabelle 14: Reaktionsansatz fiir einen Restriktionsverdau.

Substanz Menge Substanz Menge
10x NEB Puffer 3l 10x NEB Puffer 5ul
Enzym 1 10 Units Enzym 1 10 Units
Enzym 2 10 Units Enzym 2 10 Units
Plasmid 5 ug Aufgereinigtes PCR Produkt | 40 pl
Nuklease-freies Wasser | variabel Nuklease-freies Wasser variabel
Totales Volumen 30 pl Totales Volumen 50 pl

Der Erfolg einer Klonierung wurde ebenfalls durch einen Restriktionsverdau Uberprft. Dafiir
wurden 500 ng DNA Préparation (2.3.7), 2 pl 10x NEB Puffer und jeweils 2,5 Units Enzym in
einem Gesamtvolumen von 20 pl angesetzt. Der Ansatz wurde flr 2 Stunden bei einer fir
das jeweilige Enzym empfohlenen Temperatur inkubiert. Der Restriktionsverdau wurde im

Anschluss mittels Agarose-Gelelektrophorese (2.3.3) Uberprift.

2.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Um DNA Proben mittels einer Gelelektrophorese aufzutrennen, wurden 1 %ige Agarosegele
gegossen. Hierfir wurden 100 ml 1x TAE Puffer (6.1) mit 1 g Agarose gemischt und in der

Mikrowelle erhitzt bis die Agarose vollstdndig aufgeltst war. Die Losung wurde mit 7 pl
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Ethidiumbromid-haltiger Losung (10 mg/ml) versetzt und in eine Gelkammer mit Kdmmen
gegossen. Nachdem das Gel ausgehartet war, wurde es in eine Laufkammer, welche mit 1x
TAE Puffer geflllt, war gelegt.

Alle Proben wurden mit 5x Green GoTaq Reaktionspuffer (Promega) versetzt und in die
Taschen des Agarosegels geladen. Um die GrofRe der DNA Banden zu bestimmen wurde
der 2log DNA GroRRenstandard verwendet. Das Agarosegel wurde fir 30 — 45 min einer
Spannung von 100 V ausgesetzt und anschlieRend mittels UV Licht ausgewertet. Wéhrend
Klonierungen wurden die Agarosegele einer UV-Wellenl&dnge von 365 nm ausgesetzt, somit
konnten die benétigten Banden ohne Schaden an der DNA-Sequenz ausgeschnitten und
aufgereinigt werden. Die Dokumentation aller anderen Gele wurde bei einer Wellenléange
von 302 nm durchgefihrt.

2.3.4 Aufreinigung von DNA mittels NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit

Fur Klonierungen wurden sowohl das Ziel-Plasmid als auch das Insert mit
Restriktionsenzymen verdaut (2.3.2), die Verdauprodukte wurden Uber ein Agarosegel
aufgetrennt (2.3.3) und die gewiinschten Banden wurden mit Hilfe des NucleoSpin Gel and
PCR Clean-up Kit aufgereinigt. Die Elution wurde mit 40 ul MilliQ Wasser durchgefiihrt. PCR
Produkte wurden ohne vorheriges Auftrennen durch ein Agarosegel aufgereinigt. Die Elution
erfolgte hierbei mit 30 pl MilliQ Wasser.

2.3.5 Ligation

Fir Klonierungen wurden sowohl das Ziel-Plasmid als auch das Insert verdaut (2.3.2),
aufgereinigt (2.3.4) und es wurden die DNA Mengen photometrisch bestimmt (2.3.8). Ein
Standardansatz fir eine Ligation ist in Tabelle 15 aufgefiihrt. Der Ligationsansatz wurde
Uber Nacht bei 16 °C inkubiert.

Tabelle 15: Reaktionsansatz fur eine Ligation. StandardmaRig wurden 100 ng Ziel-Plasmid
und davon die fiinffache Menge an Insert verwendet.

Substanz Menge

10x T4 DNA Ligasepuffer | 2 pl

T4 DNA Ligase 5 Units

Ziel-Plasmid 100 ng

Insert 5-fache molekulare Menge an Ziel-Plasmid
Nuklease-freies Wasser variabel

Totales Volumen 20 ul

Um die korrekte Menge an Insert DNA zu bestimmen wurde folgende Formel verwendet:
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Plasmid [ng] * Insert [bp]
*
Plasmid [bp]

Insert [ng] =

Formel 2: Die Menge an Insert fir eine Ligation errechnet sich aus dem Produkt der
verwendeten Plasmidmenge (= 100 ng) und der Grof3e des Inserts in Basenpaaren (bp).
Das Produkt wird im Anschluss durch die GréRe des Plasmids geteilt, wodurch man die
Menge an Insert erhéalt die fur ein 1:1 Verhaltnis von Plasmid und Insert benétigt wird. Um
die finffache Menge an Insert zu errechnen, wurde das Ergebnis mit 5 multipliziert.

2.3.6 Transformation von E. coli

Fur die Transformation von Plasmiden wurden chemisch kompetente E. coli verwendet
(2.1.6). Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und sofort mit 10 pl Ligationsansatz oder
250 ng Plasmid versetzt. Der Ansatz wurde 30 min auf Eis gestellt und alle 10 min vorsichtig
gemischt. AnschlieBend wurden die Bakterien einem Hitzeschock (42 °C fur 45 s)
unterzogen und wieder fiir 2 min auf Eis gestellt. Danach wurden die Anséatze in 400 pl SOC
Medium (2.1.1) aufgenommen und bei 37 °C fir eine Stunde geschdttelt. 200 pl eines
Transformationsansatzes wurden auf eine LB-Agar Platte mit passender Selektion plattiert.
Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.3.7 Isolierung von Plasmid DNA

Nach der Transformation von E. coli (2.3.6) wurden einzelne Kolonien von den LB-Agar
Platten gepickt und in 4 ml LB Medium mit passender Selektion tUber Nacht bei 37 °C
geschuttelt. Am nachsten Tag wurden 2 ml der Bakteriensuspension bei 900 g fir 2 min
zentrifugiert und das Bakterienpellet wurde mit dem NucleoSpin® Plasmid Kit von Machery-
Nagel aufgereinigt. Die Elution erfolgte in 30 ul MilliQ Wasser. Die aufgereinigte Plasmid
DNA wurde mittels Restriktionsverdau (2.3.2) Uberprift und bei erfolgreicher Klonierung
wurden die verbleibenden 2 ml der Bakteriensuspension in 200 ml frischem LB Medium mit
passender Selektion Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Zusatzlich wurde die Klonierung durch

Sanger-Sequenzierung der Plasmid DNA Uberprift (2.3.9).

Durch das Ansetzen einer 200 ml Bakteriensuspension wird die Ausbeute an Plasmid DNA
erhoht. Die Bakteriensuspension wurde fir 20 min bei 900 g zentrifugiert und anschliel3end
wurde mit dem NucleoBond PC 500 Kit von Macherey-Nagel die Plasmid DNA aufgereinigt.
Das gefallte DNA Pellet wurde in 400 pl MilliQ Wasser resuspendiert.
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2.3.8 Photometrische DNA/RNA Quantifizierung

Mit Hilfe des nanoDrop 2000c kann die Menge an DNA/RNA in einer Losung bestimmt
werden. Hierfir wird die Absorbanz der Losung bei einer Wellenlange von 260 nm
gemessen. Eine zusatzliche Messung der Absorbanz bei 280 nm erlaubt eine Bestimmung
der Reinheit der Probe, da bei dieser Wellenlange aromatische Aminosauren, die eine
Verunreinigung durch Proteine bedeuten wurden, detektiert werden. Bei DNA Messungen
entspricht ein Absorbanzwert von 1 gleich 50 pg/pl DNA, wéhrend bei RNA Messungen ein
Absorbanzwert von 1 gleich 40 pg/pl RNA entspricht. Mit diesen Werten berechnet die
Nanodrop Software die Konzentration der Losung.

Ein weiteres Gerat zur Bestimmung der DNA Konzentration ist das Fluorometer Qubit von
Invitrogen. Bei diesem Gerat wird die zu messende DNA Losung mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gemischt, welcher sich spezifisch an DNA Molekiile anlagert und im
Anschluss gemessen werden kann. Mit Hilfe einer Standardreihe an DNA L&sungen mit
bekannten Konzentrationen ist es mdglich die DNA Menge der Probe genau zu bestimmen.
Laut Herstellerangaben ist diese Methode sensitiver und genauer als Absorbanzmessungen
bei 260 nm. Die Quantifizierung der MiSeq Library wurde deswegen mit dem Qubit
durchgefihrt.

2.3.9 Sanger Sequenzierung

Um zu uUberprifen, ob eine Klonierung erfolgreich war, wurde Plasmid DNA aus E. coli
Kulturen isoliert (2.3.7) und mit einem Restriktionsverdau untersucht (2.3.2). Positive Klone
wurden im Anschluss zu Eurofins MWG flr eine Sequenzierung nach Sanger geschickt
[160]. Daftr wurden 15 ul Plasmid DNA (100 ng/upl) zusammen mit 2 ul eines passenden
Primers (1 puM) gemischt und eingeschickt. War kein passender Primer vorhanden, wurde
die Plasmid DNA alleine geschickt und ein Standardprimer von MWG wurde ausgewahlt. Die
Sequenzierergebnisse wurden mit der BLAST Software von NCBI untersucht
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

2.3.10 T7 Assay

Die Expression von CRISPR/Cas9 in Zellen fuhrt zur Bildung von Indel (= Insertion/Deletion)
Mutationen in Genom der Zielzelle. Mit Hilfe eines T7 Assays ist es mdglich diese Indel

Mutationen nachzuweisen (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Schematischer Ablauf eines T7 Assays. Genomische DNA aus Zellen,
die mit CRISPR/Cas9 behandelt wurden, wurde isoliert und im Anschluss als
Ausgangsmaterial fir eine PCR verwendet. Die PCR amplifiziert Bereiche, die eventuell
Mutationen enthalten (blau, grin, rot). Als Negativkontrolle wurden Zellen verwendet, die
einen HIV-1 Provirus beinhalten, aber nicht mit CRISPR/Cas9 behandelt wurden (grau).
Nach einem Denaturierungs- und einem darauffolgenden Hybridisierungsschritt, wurden die
Dimere mit der Endonuklease T7 geschnitten. T7 verdaut nur Heterodimere (1, 2), wahrend
Homodimere (3) nicht verdaut werden. Die Verdauprodukte wurden schlieBlich auf einem
Agarosegel analysiert.

Dafiur wurde die gDNA der Zellen wie in Abschnitt 2.3.11 beschrieben isoliert. Im Anschluss
wurde der mutierte Bereich des HIV-1 LTRs mittels PCR mit einer proof-reading Polymerase
amplifiziert (2.3.1). Als Primer wurden T7 fw und T7 rv (Tabelle 5) verwendet. Als
Negativkontrolle wurden Zellen verwendet, die zwar einen HIV-1 Provirus beinhalten, aber
nicht mit CRISPR/Cas9 behandelt wurden. Um den Erfolg der PCR zu Uberpriifen, wurde
von jedem Ansatz ein Aligout auf ein Agarosegel geladen (2.3.3). PCR Produkte wurden wie
in Abschnitt 2.3.4 beschrieben aufgereinigt. Als nachstes wurden die PCR Produkte bei 95
°C denaturiert, um sich im Anschluss durch Abklhlen wieder zu doppelstrangigen PCR
Produkten zusammenzulagern (Tabelle 16). Durch diesen Schritt entstehen vollstandig
komplementare PCR Produkte (= Homodimere), aber auch Heterodimere, bestehend aus
verschiedenen Indel Mutationen. Alle Ansatze wurden im Anschluss bei 37 °C fur 10 min mit
der Endonuklease T7 verdaut (Tabelle 17), bevor der Verdau durch Zugabe von 1,5 pl
EDTA (0,25 M) gestoppt wurde. Die Endonuklease T7 kann hierbei nur Heterodimere
schneiden, wahrend Homodimere nicht verdaut werden. Somit erhdlt man bei
Vorhandensein von Indel Mutationen Verdauprodukte, wahrend bei Homodimeren lediglich
die Bande fur das unverdaute PCR Produkt zu sehen ist. Die Verdauprodukte wurden auf

ein Agarosegel geladen (2.3.3) und auf das Vorhandensein von Verdauprodukten gepruft.
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Tabelle 16: PCR Produkte wurden mit Hilfe eines PCR Geréts erst denaturiert und danach
wurde durch langsames Abkihlen eine erneute Hybridisierung ermdglicht. Die Proben
wurden bei 4 °C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

Schritt Temperatur Temp.anderung/s | Zeit
Denaturierung | 95 °C 5 min
Hybridisierung | 95 -85 °C -2°Cls

85-25°C -0,1 °C/s
Lagerung 4°C 0

Tabelle 17: Ansatz fur einen Endonukleaseverdau.

Substanz Menge
PCR Produkt 40 l
10x NEB Puffer 2 5ul

T7 Ligase 10 Units
MilliQ Wasser 4 ul
Totales Volumen 50 ul

2.3.11 Isolierung genomischer DNA (gDNA)

Um genomische DNA aus Zellen zu isolieren, wurden die Zellen nach der jeweiligen
Behandlung aus den Kulturgefal3en geerntet (2.2.2, 2.2.3). Die Zellsuspensionen wurden in
1,5 ml Reaktionsgefal3e Ubertragen und bei 200 g fir 3 min zentrifugiert. Im Anschluss
wurde der Uberstand verworfen, das Zellpellet wurde mit 500 pl 1x PBS gewaschen und die
Zentrifugation wurde wiederholt. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Zellpellet
wurde entweder bei — 80 °C eingefroren oder sofort in 200 pl 1x PBS resuspendiert. Die
Isolation der gDNA erfolgte mit dem QIAamp DNA Mini Kit von Qiagen. Nach Zugabe von 20
pl ProteinaseK und 200 pl AL Lysepuffer, wurden die Proben fir 10 min bei 56 °C inkubiert.
Die Ansatze wurden im Anschluss mit 200 pl 100% EtOH versetzt und auf die Saulchen aus
dem Kit geladen. Nach einer Zentrifugation bei 900 g fur 1 min, wurde das Saulchen mit 500
pl AW1 Puffer gewaschen und erneut fir 1 min bei 1200 g zentrifugiert. Das Saulchen wurde
als Nachstes mit 500 pl AW2 gewaschen und diesmal bei 1200 g fir 3 min zentrifugiert.
Nachdem der Durchfluss entsorgt wurde, wurde das Saulchen erneut fir 3 min bei 1200 g
zentrifugiert. Das Saulchen wurde in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal3e tibertragen und mit
40 pl MilliQ Wasser befiillt. Die Proben wurden zur Elution fur 1 min bei RT inkubiert und fur
3 min bei 1200 g zentrifugiert. Die isolierte gDNA wurde bei -20 °C gelagert.
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2.3.12 Isolierung zellularer RNA

Um zellulare RNA zu isolieren, wurden die Zellen nach der jeweiligen Behandlung aus den
KulturgefaBen geerntet (2.2.2, 2.2.3). Die Zellsuspensionen wurden in 1,5 ml
Reaktionsgefalie Ubertragen und bei 500 g fur 3 min zentrifugiert. Im Anschluss wurde der
Uberstand verworfen, das Zellpellet wurde mit 500 pl 1x PBS gewaschen und die
Zentrifugation wurde wiederholt. Der Uberstand wurde erneut verworfen und das Zellpellet
wurde bei — 80 °C eingefroren. Die Isolation von zellularer RNA wurde mit Hilfe des RNeasy
Mini Kit von Qiagen durchgefuhrt. Das Zellpellet wurde hierfir zuerst in 350 pl B-RLT Puffer
(RLT Puffer + 1% B-Mercaptoethanol) resuspendiert. Die Loésung wurde auf ein
QIAShredder Saulchen geladen und fir 2 min bei 1500 g zentrifugiert. Das Filtrat wurde mit
350 pl 70% Ethanol versetzt und auf ein QIARNeasy S&ulchen geladen. Nach einer
Zentrifugation fur 15 s bei 1500 g wurde das Filtrat entsorgt und das S&ulchen wurde mit
350 pl RW1 Puffer versetzt. Nach einer erneuten Zentrifugation wurde pro Séulchen 70 pl
RDD Puffer + 25 Kunitz Units [161] RNAse-freie DNAse hinzugefugt, die Saulchen wurden
fur 15 min bei RT inkubiert, um samtliche DNA aus den Proben zu entfernen. Nach Zugabe
von 350 yl RW1 Puffer, wurden die Saulchen fur 15 s bei 1500 g zentrifugiert. Im Anschluss
wurden die Saulchen zweimal mit jeweils 500 pl RPE gewaschen, dazwischen wurden die
Saulchen jeweils fiir 2 min bei 1500 g zentrifugiert. Jedes Saulchen wurde in ein frisches 1,5
ml Reaktionsgefall tberfihrt und wurden mit 30 pl Nuklease-freiem Wasser versetzt. Nach
einer Inkubation fiir 2 min bei RT, wurden die Saulchen 1 min bei 1500 g zentrifugiert. Die

RNA Lésungen wurden vermessen (2.3.8) und bei -80 °C gelagert.

2.3.13 Reverse Transkription

Um mRNA in cDNA (copy DNA) umzuschreiben wurde eine reverse Transkription
durchgefihrt. Hierflr wurde das SuperScriptTM First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen) verwendet. Es wurde das Protokoll des Herstellers fir cDNA mit Random
Hexamer Primern verwendet. Jede Synthese wurde mit 1 ug RNA als Ausgangsmaterial und
100 ng/ul Random Hexamer Primern pro Reaktion durchgefiuihrt. Die fertige cDNA wurde bei

-20 °C gelagert.

2.3.14 Quantitative PCR (qPCR)

Alle gPCRs wurden mit dem Roche LightCycler 480 1l 96 durchgefiihrt, wobei das
LightCycler® 480 SYBR Green | Master Kit verwendet wurde. Ein Standardreaktionsansatz
ist in Tabelle 18 zu finden, wahrend Tabelle 19 den Ablauf einer gPCR zeigt. Alle
Experimente wurden mit der second derivate maximum Methode ausgewertet, welche den
Cp Wert fur jede Probe errechnet. Beim Cp Wert handelt es sich um den Zykluswert, bei

dem die Amplifikation in die exponentielle Phase tibergeht [162].
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Tabelle 18: Reaktionsansatz fur eine qPCR.

Substanz Menge
2x LightCycler® 480 SYBR Green | Master | 5 pl
Primer 1 (10 uM) 1u
Primer 2 (10 uM) 1l
DNA 1-3ul
Nuklease-freies Wasser variabel
Totales Volumen 10 pl

Tabelle 19: Reaktionsverlauf einer qPCR.

Schritt Temperatur Zeit Zyklen | SYBR Green Messung
Denaturierung | 95 °C 10 min 1 Nein

Denaturierung | 95 °C 10s Nein

Hybridisierung | 60 °C 10s 45 Nein

Elongation 71 °C 10s Ja

Schmelzkurve | 65 —-97 °C +22° ls |1 Ja, durchgehend

Absolute Quantifizierung von AAV Genomen und EYFP Transgenen

Nach der Herstellung von AAV Vektoren (2.2.6) wurde der Titer mittels einer gPCR ermittelt.
Hierfir wurden 10 pl des AAV Stocks mit 10 ul TE-Puffer (6.1) gemischt und anschlie3end
mit 20 ul NaOH (2 M) versetzt. Um die Viren durch alkalische Lyse aufzutrennen, wurden die
Proben fir 30 min bei 56 °C inkubiert, bevor sie durch Zugabe von 38 pl HCI (1 M)
neutralisiert wurden. Die Proben wurden auf 1 ml Gesamtvolumen mit MilliQ Wasser
aufgefullt. AAVs aus Zelllysaten wurden direkt fur die gPCR eingesetzt, wahrend AAVSs, die
zuvor durch einen lodixanolgradienten aufgereinigt wurden, mit MilliQ Wasser im Verhaltnis
1:10 verdiannt wurden.

Um eine Quantifizierung zu ermdglichen wurden Verdinnungsreihen aus Plasmiden mit
bekannter Konzentration angefertigt. Fur die Quantifizierung von scAAVs wurde das Plasmid
pBSUG6 und fur die Quantifizierung von ssAAVs wurde das Plasmid pSSV9 verdinnt (2.1.5).
PCR Reaktionen wurden wie in Tabelle 18 beschrieben angesetzt und wie in Tabelle 19
beschrieben durchgefihrt. Fir die Quantifizierung von scAAVs wurden die Primer AAV-Titer
fw und AAV-Titer rv, wahrend fur ssAAVs die Primer pSSV9 fw und pSSV9 rv verwendet
wurden (2.1.3).

Fur die Auswertung wurde aus den bekannten Konzentrationen der Standardreihe, die
Anzahl der DNA Molekile/ul berechnet (siehe Formel 3). Nach dem gPCR Lauf wurde
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schlieBlich die Molekilanzahl gegen den passenden Cp-Wert aufgetragen, wodurch eine

Standardkurve der Plasmidverdinnungsreihen entstand.

Plasmidkonzentration [g/ul]

DNA Molekiilzahl/ul = * Avogadro — Konstante [1/mol]

Molekulargewicht dsPlsmids [g/mol]

Formel 3: Um die DNA Molekllzahl/ul zu berechnen, wird der Quotient aus der
Plasmidkonzentration und dem Molekulargewicht des Plasmids mit der Avogadro-Konstante
multipliziert.

Mit Hilfe dieser Kurve war es im Anschluss mdglich aus den Cp-Werten der zu testenden
Proben die DNA Molekilzahl/ul (= AAV-Genomzahl/ul) und somit den Titer in GU/ml zu
bestimmen.

Um die Anzahl an EYFP Transgenen zu bestimmen, wurden transduzierte Zellen geerntet
(2.2.3), ausgezahlt (2.2.2) und genomische DNA wurde isoliert (2.3.11). Als Primer wurden
gPCR_YFP fw und gPCR_YFP rv (2.1.3) verwendet. Als Standardplasmid in bekannten
Konzentrationen diente erneut pBSU6 (2.1.5), da dieses Plasmid fir EYFP kodiert.
Nachdem wie oben beschrieben, die komplette Anzahl an EYFP Transgenen innerhalb der
Zellpopulation bestimmt wurde, wurde diese im Anschluss durch die Gesamtzahl an Zellen

in der Zellpopulation geteilt. Somit wurden die EYFP Transgene pro Zelle bestimmt.

Relative Quantifizierung von Transkripten

Um die Expressionslevel von HIV Transkripten zu bestimmen, wurde zuerst RNA aus Zellen
isoliert (2.3.12) und im Anschluss in cDNA umgeschrieben (2.3.13). Reaktionsansatze
wurden wie in Tabelle 18 beschrieben pipettiert, wobei 3 pl jeder cDNA als Input DNA
verwendet wurden. Als Primer fur die Amplifikation von HIV Transkripten wurden die Primer
HIV fw und HIV rv (2.1.3) verwendet, welche Sequenzen aus HIV nef amplifizieren. Als
zellulares Referenzgen wurde RNA Polymerase |l benutzt (Pol fw, Pol rv; 2.1.3). Alle Proben
wurden in Duplikaten auf eine gPCR Platte pipettiert und jeder Lauf wurde insgesamt
zweimal durchgefiihrt. Der Ablauf einer gPCR Reaktion ist in Tabelle 19 dargestellt.

Die Auswertung erfolgte in Microsoft Excel, wobei zuerst der Mittelwert der Duplikate
gebildet wurde. Im Anschluss wurde der ACp Wert errechnet, indem die Differenz aus dem
Cp-Wertyy und Cp-Wertgeterenzgen der gleichen Probe gebildet wurde. Um samtliche Proben
auf die Negativkontrolle (= uninfizierte Zellen) zu beziehen wurde als nachstes der AACp

Wert bestimmt. Hierfir wurde der Mittelwert der ACp-Werte der Negativkontrollen von allen
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anderen ACp Werten abgezogen. SchlieRlich wurde die Anderung der HIV-Transkripte in

Bezug auf die Negativkontrolle mit Hilfe der Formel 2"2? berechnet [163].

Absolute Quantifizierung von HIV Proviren

Um die Anzahl an HIV Proviren in einer Zellpopulation zu bestimmen, wurde genomische
DNA (2.3.11) aus den Zellen isoliert. Als Standard fur eine absolute Quantifizierung wurden
Verdinnungen genomischer DNA aus TH4-7-5 (2.1.7) verwendet. Bei dieser Zelllinie ist
bekannt, dass 30 ng gDNA 10000 Zellgenomen und 5000 HIV Proviren entsprechen [149].
Alle Reaktionsansatze wurden wie in Tabelle 18 pipettiert, wobei jede Probe als Duplikat auf
eine gPCR Platte aufgetragen wurde. Als Primer fur HIV Proviren wurden BK1F und BK1R,
welche im viralen Gag binden, verwendet und als zellulares Referenzgen wurde B-globin (-
globin fw, B-globin rv; 2.1.3) amplifiziert. Der Reaktionsablauf einer Provirusbestimmung ist
in Tabelle 20 zu sehen. Fir die Auswertung wurde zum einen die Anzahl an Zellen
(bestimmt aus TH4-7-5 Standard) gegen den Cp-Wert der entsprechenden TH4-7-5
Verdinnung aufgetragen, zum anderen wurde die Anzahl an Proviren (bestimmt aus TH4-7-
5 Standard) gegen den Cp-Wert aufgetragen. Somit war es moglich auch fur die zu
testenden Proben sowohl Zellzahl, als auch die Anzahl an Proviren zu bestimmen. Als
letztes wurde der Quotient aus Proviren und Zellzahl bestimmt.

Tabelle 20: Reaktionsablauf einer qPCR zur Bestimmung der HIV Proviren in einer
Zellpopulation.

Schritt Temperatur Zeit Zyklus | SYBR Green Messung
Denaturierung | 95 °C 10 1 Nein

Denaturierung | 95 °C 1ls Nein

Hybridisierung | 65 °C 1ls 8 Nein

Elongation 72 °C 30s Nein

Denaturierung | 95 °C 1ls Nein

Hybridisierung | 55 °C 1ls 40 Nein

Elongation 72 °C 30 Ja

Schmelzkurve | 65-97 °C +22°Cls |1 Ja, durchgehend

2.3.15 Erstellen einer MiSeq Bibliothek

Die MiSeq Plattform von lllumina ist eine NGS-basierte Plattform, mit der es méglich ist PCR
Amplikons, kleine Genome oder bestimmte Genabschnitte zu sequenzieren. In dieser Arbeit
wurden verschiedene HIV-infizierte Zellen mit CRISPR/Cas9 behandelt. Um festzustellen
welche Indel Mutationen durch CRISPR/Cas9 erzeugt wurden, wurde genomische DNA aus

den Zellen isoliert (2.3.11) und der mutierte Bereich wurde mittels PCR (2.3.1) amplifiziert.
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Die PCR Amplikons wurden im Anschluss einer Sequenzierung mittels MiSeq, welche auf
dem Prinzip ,Sequencing by Synthesis“ beruht [164] unterzogen. Um eine geeignete
Amplikon Bibliothek zu erzeugen wurden, nach der lIsolation von genomsicher DNA,
folgende Schritte durchgefiihrt: (a) Herstellung des PCR Amplikons, (b) Aufreinigung der
PCR Produkte, (c) Index PCR, (d) Aufreinigung der PCR Produkte, (e) Quantifizierung,
Normalisierung, Pooling der Bibliothek, (f) Denaturierung und Laden der, (g) MiSeq
Sequenzierung.

(a) Amplikon-PCR

\ 2
//0@
2,

S,
40’

ini %,
(b) Aufreinigung .

P5 1]
Index 2

(c) Index-PCR

Index 1
\ P7

(d) Aufreinigung

v

(e, f, 9)

Abbildung 14: Schematischer Ablauf zum Erstellen einer MiSeq Bibliothek. (a)
Amplikon PCR, (b) Aufreinigung der PCR Produkte, (c) Index PCR, (d) Aufreinigung der
PCR Produkte, (e) Quantifizierung, Normalisierung, Pooling der Bibliothek, (f)
Denaturierung und Laden der, (g) MiSeq Sequenzierung, welche von den Sequenzen P5
und P7 initiiert wird.

(a) Herstellung des PCR Amplikons

Um mutierte Bereiche innerhalb des HIV-1 LTRs zu untersuchen, wurde dieser Bereich
mittels PCR mit einer Pfu Polymerase amplifiziert (2.3.1). Als Primer fir LAl Sequenzen
wurden MiSeqLAl und MiSeqRv (2.1.3) verwendet und als Primer fir NL4-3 Sequenzen
MiSegNL43 und MiSeqRv (2.1.3). Wahrend der PCR wurden die PCR Produkte an beiden

Enden mit von lllumina vorgegebenen Adapter-Sequenzen (Abbildung 14) versehen. 5 ul
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der PCR Produkte wurden auf ein Agarosegel (2.3.3) geladen, um den Erfolg der PCR zu
kontrollieren.

(b) Aufreinigung der PCR Produkte
Die PCR Produkte aus (a) wurden mit dem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (2.3.4)
aufgereinigt und mit 30 pl MilliQ Wasser eluiert.

(c) Index PCR

Um die einzelne Proben mit individuellen Indizes zu versehen wurden die aufgereinigten
PCR Produkte erneut mir einer Pfu Polymerase (2.3.1) amplifiziert. Sdmtliche Primer waren
im Nextera Index Kit (2.1.2) enthalten. Die Amplifikation erfolgte tUber die Bindung der Primer
an die zuvor angehangten Adaptersequenzen. Gleichzeitig wurde jede einzelne Probe mit
einer individuellen Kombination aus N7 und S5 Indizes versehen (Abbildung 15). 5 ul jeder

Probe wurden auf ein Agarosegel geladen (2.3.3), um den Erfolg der PCR zu Uberprufen.

«v?‘ooo 00/‘@ oc’d? oc"&? ovéo
O &4
ég\ 7/ é\QW e é\g‘b 7’ égb\ /s é\gﬁ s
S$502_CTCTCTAT 1 2 3 4 5
sso3.TatccteT| 6 | 7 | 8 | 9 | 10

S504 AGAGTAGA| 11 12 13 14

Abbildung 15: Schema der Index PCR. Alle Proben (1-14) wurden mit einer spezifischen
Primer Kombination (N701-705/S502-504) amplifiziert. Die Bindung der Primer an die
Ausgangs-DNA erfolgte Uber die zuvor angefligten Adaptersequenzen. Die Index-
Sequenzen sind nach den Primer Namen angegeben.

(d) Aufreinigung der PCR Produkte
Die PCR Produkte aus (c) wurden mit dem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (2.3.4)
aufgereinigt und mit 30 pl MilliQ Wasser eluiert.

(e) Quantifizierung, Normalisierung, Pooling der Bibliothek
Die Konzentrationen samtlicher Proben wurde mit Hilfe des Qubit in ng/ul gemessen (2.3.8).
Mit Formel 4 wurde fir jede Probe die Konzentration in nM umgerechnet. Nachdem jede

Probe durch Verdinnung mit 10 mM Tris pH 8 auf 4 nM eingestellt wurde, wurde von jeder
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Probe ein 5 ul Aliqguot entnommen und die einzelnen Aligouts wurden gepoolt. Somit wurden

die einzelnen Proben zu einer gemeinsamen Amplikon Bibliothek vereinigt.

Konzentration [ng/ul] 06

K trati M| =
onzentration [nM] 660 g/mol * Amplikongrofe

Formel 4: Um die Konzentration einer Probe in nM umzurechnen wurde die gemessenen
Konzentration [ng/pl] durch das Produkt aus 660 g/mol (= Molare Masse eines
Basenpaares) und der AmplikongréRe (hier: 450bp) geteilt. Das Ergebnis wird mit 10°
multipliziert.

(f) Denaturierung und Laden der Bibliothek, (g) MiSeq Sequenzierung

Die gepoolte Amplikon Bibliothek wurde am Genom Analysezentrum (GAC) des Helmholtz
Zentrum Muinchen weiter bearbeitet. Zuerst wurden die Amplikons denaturiert, hierfur
wurden 5 pl der Bibliothek mit 5 pl 0,2 N NaOH gemixt und fir 5 min bei RT inkubiert. Die
nun denaturierte DNA wurde mit HT1 Puffer auf 20 pM verdinnt und bis zur weiteren
Verarbeitung auf Eis gelagert.

Als interne Kontrolle fir den Erfolg der Sequenzierung wird bei Illumina eine bekannte
Standard-Bibliothek zusammen mit der unbekannten Probe sequenziert. Somit ist es
mdoglich Aussagen Uber die Qualitat eines Laufs zu machen. Als Standard wahrend der
MiSeq Sequenzierung dient eine Amplikonbibliothek des Bakteriophagen PhiX. Das Genom
von PhiX ist bekannt und kann deswegen als interne Kontrolle genutzt werden. 2 ul der PhiX
Bibliothek (10 nM) wurden mit 3 pl 10 mM Tris pH 8,5 gemischt. Im Anschluss wurden 5 ul
der PhiX Kontrolle mit 5 pl 0,2 N NaOH gemischt und flir 5 min bei RT zur Denaturierung der
DNA inkubiert. Die PhiX Kontrolle wurde mit HT1 Puffer auf 20 pM verdinnt und auf Eis
gelagert.

Die Amplikonbibliothek wurde mit dem PhiX Standard gemixt und fir 2 min bei 96 °C
inkubiert, bevor sie in eine MiSeq Reagent v2 Kartusche geladen wurde. Ausgehend von
den Sequenzen P5 und P7 (Abbildung 14) wurde die Bibliothek sequenziert. Die
erhaltenden Daten wurden mit Hilfe der Software Unipro UGENE 1.24.2 [159] und Mega?
[158] analysiert.

2.4 Statistische Auswertung

Statistische Auswertungen wurden mit Hilfe von GraphPad Prism 5 durchgefuhrt. Hierfur
wurden die Werte aller Wiederholungen eines Experiments in das Programm Ubertragen.
Die Mittelwerte verschiedener Populationen wurden mit einer one-way ANOVA und einem

darauffolgenden Turkey’s Multiple Comparison Test verglichen. Anhand der p Werte konnte
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gezeigt werden, ob sich die Mittelwerte verschiedener Populationen signifikant voneinander
unterscheiden. Ab einem Wert von p<0,05 gilt ein Unterschied als signifikant. Verschiedene

p Werte wurden wie folgt in Graphen dargestellt. * p<0,05; ** p<0,01; = p<0,001; n.s. = nicht
signifikant.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung eines AAV Vektors fur die Transduktion von Astrozyten
und neuralen Progenitorzellen

AAVs stellen ein vielseitiges Werkzeug dar, um verschiedenste Zelltypen effektiv zu

transduzieren. Durch Modifikationen der Kapsidsequenz wird die Anzahl der AAV Varianten

weiter erhoht und es wird somit ermdglicht Varianten mit individuellen Transduktionsmustern

Zu identifizieren.

3.1.1 Screening einer AAV Bibliothek zur Identifizierung eines AAV Vektors fir die
Transduktion von HNSC.100 Zellen

Um einen geeigneten AAV Vektor zu identifizieren, der sowohl proliferierende (= neurale
Progenitoren) als auch differenzierte (= Astrozyten-angereicherte) HNSC.100 Kulturen
transduziert, wurde eine AAV-Bibliothek aus der AG Grimm (Universitatsklinikum
Heidelberg, Lehrstuhl fur Virologie) getestet. Die AAV Bibliothek bestand aus 5 Wildtyp
AAVs (AAV1, 2, 6, 8, 9) und 30 modifizierten AAV Varianten. Modifiziert wurden die
Kapsidsequenzen der AAVs mit Hilfe der ,Peptid-Display* Methode (1.2.3.2), wobei 6
verschiedene Peptidsequenzen (P1-P6) an Positionen der Kapsidsequenzen eingeflihrt
wurden, die nach der Virusproduktion auf deren Oberflache exponiert sind. Jeder AAV
Vektor enthielt einen ubiquitaren CMV Promotor, der die Expression eines EYFP Reporters
kontrolliert. Fur das AAV Screening wurden zwei 96-well Platten proliferierende HNSC.100
(= prol HNSC.100) Zellen ausgesat und die Zellen wurden im Anschluss mit der AAV
Bibliothek transduziert. Zwei weitere 96-well Platten mit proliferierenden HNSC.100 Zellen
wurden differenziert und die differenzierten HNSC.100 Zellen (= diff. HNSC.100) wurden
ebenfalls mit der AAV Bibliothek transduziert (2.2.3, 2.2.5). Nach 48 h wurden die Zellen
geerntet und mit Hilfe von Durchflusszytometrie (2.2.12) auf die Expression von EYFP und

damit auf eine erfolgreiche Transduktion analysiert.
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Wt P1 P2 P3 P4 P5 P6 Wt P1 P2 P3 P4 P5 P6 [u
0,04 | 0,00 [19,32 [ 28,01( 0,00 | AAV1| 0,51 . 0,02 | 0,00 [19,37 | 28.69| 0,04 50
000 | 059 | 866 | 3,30 | 0,10 | AAV2| 1064|2591 0,00 | 0,22 | 4,55 | 1022 | 0.09 140
199 | 005 | 1,12 | 262 | 0,00 | AAV6| 15,17 505 | 1004 [ 035 | 1,73 | 503 | 0,00 -30
19,17| 0.23 | 817 | 7.50 | 0,36 | AAV8| 067 [3400]3218| 0.60 | 231 10,25 | 0,52 20
30,73| 6,10 | 002 | 2,81 | 0,00 | AAV9| 051 866 | 0,03 | 1,44 [ 0,00 _1:
Proliferierende | HNSC.100 Differenzierte HNSC.100

Abbildung 16: Identifizierung eines AAV Vektors fur die Transduktion von HNSC.100
Zellen. Sowohl proliferierende als auch differenzierte HNSC.100 Zellpopulationen wurden
mit einer AAV-Bibliothek transduziert. Die Bibliothek bestand aus 5 Wildtyp AAVs und 30
modifizierten AAV Varianten, jeder Vektor enthalt einen CMV Promotor und einen EYFP
Reporter. 48 h nach der Transduktion wurden die Zellen geerntet und mit Hilfe von
Durchflusszytometrie auf die Expression des EYFP Reporters analysiert. Abgebildet ist die
Transduktionseffizienz als Prozentsatz an EYFP-positiven Zellen. Verglichen mit den Wildtyp
AAVs zeigen die Varianten mit den Peptidinsertionen P1 und P2 den héchsten Prozentsatz
an transduzierten Zellen. Der Vektor AAV9P1 hat bei beiden Zelltypen die hochste
Transduktionseffizienz.

Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse der Transduktion von HNSC.100 Zellen mit der AAV-
Bibliothek. Die Transduktion von beiden Zelltypen mit Wt AAV1 zeigt kein Ergebnis, wahrend
die Insertion von P1 in das AAV1 Kapsid zu einem deutlichen Anstieg der Transduktion fuhrt
(44,37% fir prol. HNSC.100 und 52,73% fur diff. HNSC.100). Auch die Insertionen von P4
und P5 in das AAV1 Kapsid erhdhen die Transduktionseffizienz, wahrend die Peptide P2, P3
und P6 keinen Unterschied zum Wildtyp AAV1 zeigen.

Unter den Wildtyp AAVs zeigen lediglich AAV2 und AAV6 eine nachweisbare Transduktion
von prol. und diff. HNSC.100 Zellen. Wahrend bei prol. HNSC.100 die Insertion von allen
Peptiden in AAV2 oder AAV6 zu einer Verschlechterung der Transduktion fihrt, zeigt bei
den diff. HNSC.100 Zellen AAV2P1 eine Verbesserung der Transduktion im Vergleich zum
Wildtyp (von 10,64% auf 25,91%). Alle anderen Insertionen im AAV2 oder AAV6 Kontext
fuhren aber auch bei diff. HNSC.100 zu einer Verschlechterung der Transduktionseffizienz
im Vergleich zu den Wildtypen.

Die Insertion von P1 und P2 fuhrt sowohl im AAV8 als auch im AAV9 Kontext zu einer
verbesserten Transduktion von HNSC.100 Zellen im Vergleich zu Wt AAV8 und Wt AAV9.
Die Insertionen der anderen Peptide im AAV8 oder AAV9 Kontext zeigen hingegen nur

schwache Transduktionsraten auf.
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AAVIP1 (Abbildung 17) zeigt sowohl bei proliferierenden als auch bei differenzierten
HNSC.100 Zellen die hochste Transduktionseffizienz (50,27% fur prol. HNSC.100 und
57,20% far diff. HNSC.100) und wird im weiteren Verlauf der Arbeit genauer untersucht.
Abbildung 17 zeigt einen Sequenzvergleich des VP1 Proteins von AAV9 und AAV9P1.
Durch das Peptide-Display wurde ein zusatzliches Integrinbindemotiv (rot unterstrichen) in

die Kapsidsequenz eingebracht.

WtAAV9 .. TTNPVATESYGQVATNHQSAQ.; A.;;QAQTGWVQNQGILPGMVW...
RGDLGLS
AAV9P1 ...TTNPVATESYGQVATNHQGQS ;G = AQs;, AAQTGWVQNQGILPGMVW...

Abbildung 17: Vergleich von Wt AAV9 und AAV9P1 Kapsidsequenz. Die obere
Sequenz stellt einen Teil der Wildtyp AAV9 Kapsidsequenz dar. Die Nummerierung bezieht
sich auf die Startaminosaure des VP1 Proteins. Zwischen Qsgg Und Asge Wurde das in der
unteren Zeile beschriebene P1 Peptid kloniert (RGDLGLS, rot). Das unterstrichene
Aminosaurenmotiv bildet ein Integrinbindemotiv. Durch die Klonierung wurden zusatzlich
die Aminosauren SAQsgs zu GQS und die Aminosauren AsgQA zu QAA mutiert (blau).
Zudem wurde um das P1 Peptid ein Glycin (G) und ein Alanin (A) eingefugt (grin).

3.1.2 Zellspezifitdt von AAVIOP1 in verschiedenen Zelllinien des ZNS

Ziel dieser Arbeit ist es einen AAV Vektor zu entwerfen, der effektiv Astrozyten transduziert.
Da bis jetzt nur Astrozyten und neurale Progenitorzellen mit AAV9P1 transduziert wurden,
wurde mit den folgenden Experimenten das Transduktionsverhalten von AAV9P1 im Bezug
auf verschiedene Zellen des Zentralen Nervensystems (ZNS) getestet.

Das Screening der AAV-Bibliothek (3.1.1) wurde mit Vektor-haltigen Zelllysaten
durchgefihrt. Um AAV9P1 genauer zu untersuchen wurden fir die folgenden
Transduktionen AAV9P1 Vektoren verwendet, die zuvor uber einen lodixanolgradienten
aufgereinigt wurden (2.2.6).

Abbildung 18 zeigt prol. und diff. HNSC.100 Zellen, die mit einer MOI von 1*10° Partikeln pro
Zelle durch AAV9P1 transduziert wurden. Beide Zelltypen wurden durch
Immunfluoreszenzfarbung (2.2.9) auf spezifische zellulare Marker untersucht. Als Marker fur
neurale Progenitorzellen wurde Nestin und als Marker fiur Astrozyten GFAP verwendet. In
der oberen Reihe (= prol. HNSC.100) ist zu sehen, dass Nestin-positive Zellen (rot)

gleichzeitig auch EYFP (griin) exprimieren und somit eine positive Transduktion zeigen. Es
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wurden 200 Nestin-positive Zellen willkirlich ausgesucht und auf das Vorhandensein von
EYFP ausgezahlt (2.2.11). Es ergab sich mit 69,5% eine hthere Transduktionseffizienz
durch aufgereinigte AAV9P1 Vektoren als durch die Transduktion mit Zelllysaten wie im
Abschnitt 3.1.1. Auch die Transduktion von diff. HNSC.100 (untere Reihe) war mit 72,0%
EYFP-positiven Zellen, die gleichzeitig den Astrozytenmarker GFAP exprimieren, héher als

bei der Transduktion mit Zelllysaten.

Nestin EYFP Nestin + EYFP Nestin + EYFP + DAPI

Proliferierende HNSC.100

GFAP EYFP

Differenzierte HNSC.100

Abbildung 18: Transduktion von HNSC.100 Zellen mit lodixanolgradient-gereinigtem
AAV9PL1. Profilierende HNSC.100 und differenzierte HNSC.100 Zellen wurden mit AAV9P1
transduziert (MOl 1*10°). 48 h nach der Transduktion wurden die Zellen fixiert und auf die
Expression der zellularen Marker Nestin (prol. HNSC. 100) und GFAP (diff. HNSC.100)
gefarbt. Der GrofRenstandard entspricht 18 pm.

Neben HNSC.100 Zellen wurden im Folgenden noch weitere Zelllinien, die sich von
verschiedenen Zelltypen des ZNS ableiten, mit AAVIP1 transduziert. Weitere astrozytare
Zelllinien sind TH4-7-5, U-251 MG und U-87 MG, wahrend LAN-5 als Model fur Neuronen
und CHME-3 als Model fur Mikrogliazellen verwendet wurden (2.1.7). Alle Zelltypen wurden
mit einer MOI von 1*10° transduziert, 48 h nach der Transduktion geerntet und mittels
Durchflusszytometrie analysiert (2.2.5, 2.2.2, 2.2.12).

Die Analyse der Transduktionseffizienz (Abbildung 19) von AAV9P1 mittels
Durchflusszytometrie ergab 91,8 + 5,1% transduzierte prol. HNSC.100 und 76,2 + 15,6%
diff. HNSC.100. Mit 92,3 + 11,7% transduzierter Zellen fur TH4-7-5, 98,1 + 0,5% fiir U-251
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MG und 61,8 + 3,5% fur U-87 MG wurden auch die restlichen astrozytaren Zelllinien
erfolgreich transduziert. Die neurale Zelllinie LAN-5 und die Mikrogliazelllinie CHME-3
hingegen zeigen mit 3,1 + 0,9% und 6,0 +1,9% EYFP-positiver Zellen keine effiziente
Transduktion durch AAVOP1.
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Abbildung 19: Transduktion verschiedener Zelllinien des ZNS mit AAV9P1 (MOI
1*10°. 48 h nach der Transduktion wurden die Zellen geerntet und mittels
Durchflusszytometrie auf die Expression von EYFP analysiert. Sowohl neurale
Progenitorzellen (prol. HNSC.100) als astrozytare Zelllinien (diff. HNSC.100, TH4-7-5, U-
251 MG, U-87 MG) zeigen hohe Transduktionsraten durch AAV9P1, wahrend LAN-5
(Neuroblastomzellen) und CHME-3 (Mikrogliazellen) nicht effizient transduziert werden.

3.1.3 Transduktion von hiPSC-abgeleiteten ZNS Zellen durch AAV9P1

Im Abschnitt 3.1.2 konnte bereits gezeigt werden, dass AAV9P1 in der Lage ist neurale
Progenitorzellen und Astrozyten effizient zu transduzieren, wahrend Neuronen und
Mikrogliazellen nicht transduziert wurden. Da es sich bei den vorangegangenen
Experimenten um die Transduktion von immortalisierten Zelllinien bzw. um Tumorzelllinien
handelte, wurden fir die folgenden Experimente Zellen des ZNS verwendet, die von hiPSC
(2.1.7) abgeleitet wurden. Da die Verwendung von primaren humanen Gehirnzellen sehr
aufwendig und kostspielig ist, bieten hiPSCs und davon abgeleitete Zellen ein gutes
alternatives Zellmodell.

Vor der Transduktion von hiPSC-abgeleiteten ZNS Zellen mit AAV9P1 wurden die einzelnen
Zelltypen auf die Expression von spezifischen Markern untersucht, um eine erfolgreiche

Differenzierung zu Dbestatigen. Abbildung 20 zeigt die Farbung von neuralen
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Progenitorzellen, Astrozyten und kortikalen Neuronen mit den jeweiligen Markern Nestin,
GFAP, S100 beta und beta Il Tubulin (jeweils in rot; 2.2.9). Jeder Zelltyp lasst sich anhand
der Expression eines spezifischen Zellmarkers identifizieren, wobei neurale Progenitorzellen
den Marker Nestin, Astrozyten die Marker GFAP und S100 beta und kortikale Neuronen den
Marker beta Il Tubulin exprimieren (1.1.5.1). Neben der Markerexpression unterscheiden

sich die Zellen auch auf Grund ihrer Morphologie deutlich voneinander.

DAPI Marker DAPI + Marker
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Abbildung 20: Analyse der Markerexpression von hiPSC-abgeleiteten ZNS Zellen.
Verschiedene ZNS Zellen wurden auf die Expression verschiedener zellularer Marker (rot)
untersucht. Neurale Progenitorzellen (1. Reihe) wurden auf Nestin gefarbt, Astrozyten (2.
und 3. Reihe) auf GFAP und S100 beta und kortikale Neuronen (4. Reihe) auf beta lll
Tubulin. Zellkerne aller Zelltypen wurden mit DAPI (blau) angefarbt. Der Grof3enstandard
entspricht 37 pm.

Nachdem die erfolgreiche Differenzierung von hiPSC in neurale Progenitorzellen, Astrozyten
und kortikale Neuronen durch die Expression von spezifischen Markern bestétigt wurde,
wurden diese Zellen mit AAV9P1 (MOl 1*10°) transduziert. 48 h nach der Transduktion

wurden die Zellen geerntet und mittels Durchflusszytometrie auf die Expression von EYFP
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analysiert (2.2.5, 2.2.12). Die Ergebnisse der Transduktion sind in Abbildung 21 zu sehen.
Neurale Progenitorzellen (NPs) zeigen eine Transduktionsrate von 31,1 + 9,5%, Astrozyten
hingegen sind mit 88,2 + 0,8% EYFP-positiven Zellen deutlich starker transduziert. Kortikale

Neuronen hingegen lassen sich durch AAV9P1 kaum transduzieren (8,7 £ 0,5%).
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Abbildung 21: Transduktion von hiPSC-abgeleiteten ZNS Zellen mit AAV9P1. Neurale
Progenitorzellen (NPs), Astrozyten und Kkortikale Neuronen wurden mit AAV9P1
transduziert (MOl 1*10°). 48 h nach der Transduktion wurden die Zellen geerntet und mit
Hilfe von Durchflusszytometrie auf die Expression von EYFP untersucht. Wé&hrend
Astrozyten einen hohen Anteil an EYFP-positiven Zellen zeigen, wurden kortikale Neuronen
kaum transduziert. NPs zeigen eine moderate Transduktion.

3.1.4 Transduktion von humanen Organoiden durch AAV9P1

Um das Transduktionsverhalten von AAV9P1 in gemischten Zellpopulationen zu
untersuchen, wurden die folgenden Experimente mit Organoiden durchgefiihrt. Bei
Organoiden handelt es sich um dreidimensionale Zellstrukturen, bestehend aus hiPSC-
abgeleiteten Astrozyten und Neuronen. Organoide erlauben es die Komplexitat eines
menschlichen Organs in vitro besser darzustellen als Einzel-Zellsysteme (2.1.7; [165]).

Da es nicht mdglich war die genaue Zellzahl eines Organoids zu bestimmen, um eine
genaue Menge an AAV9P1 Vektoren pro Zelle (=MOI) flr die Transduktion zu verwenden,
wurden zwei Organoide, die sich beide in der gleichen Zellkulturschale befanden, mit
1,5*10" AAV9P1 Vektoren pro 1 ml Zellkulturmedium transduziert (2.2.5).

Abbildung 22A zeigt einen Organoidschnitt, der auf die Expression des Astrozytenmarkers
GFAP (obere Reihe) und des Neuronenmarkers beta Il Tubulin (untere Reihe) untersucht

wurde (2.2.10). Da beide Markerproteine und damit beide Zelltypen vorhanden sind, konnte
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die erfolgreiche Bildung eines Organoids bestatigt werden.

In Abbildung 22B ist eine Phasenkontrastaufnahme eines Organoidschnitts zu sehen. Die
erfolgreiche Transduktion des Organoids durch AAV9P1 ist anhand der Expression von
EYFP (grin) sichtbar und zeigt, dass AAV9P1 in der Lage ist grol3e Teile des Organoids zu

transduzieren.
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Abbildung 22: Transduktion von Organoiden mit AAV9P1. (A) Organoidschnitte wurden
auf die zellularen Marker GFAP (= Astrozyten) und beta Il Tubulin (= Neuronen) gefarbt.
Das Vorhandensein beider Zelltypen bestatigt eine erfolgreiche Organoidbildung.
GroRenstandard = 18 pum. (B) Phasenkontrastaufnahme eines Organoidschnitts. Die
Expression von EYFP (grun) bestétigt eine erfolgreiche Transduktion durch AAV9P1.
GroRenstandard = 100 pm.

Um festzustellen welcher Zelltyp innerhalb eines Organoids durch AAV9P1 transduziert
wurde, wurde die Ko-Lokalisation von EYFP mit GFAP (=Astrozyten) oder beta Il Tubulin
(=Neuronen) untersucht. Organoidschnitte wurden hierfir, wie im Abschnitt 2.2.10

beschrieben, simultan mit Antikérpern gegen GFAP und beta Il Tubulin gefarbt. Im
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Anschluss wurden 100 Mikroskopiebilder auf die Ko-Lokalisation von EYFP und GFAP/beta
Il Tubulin untersucht. Um 100 Mikroskopiebilder zu erhalten wurden 10 Organoidschnitte
gefarbt und von jedem Schnitt wurden an unterschiedlichen Stellen 10 Bilder aufgenommen.
Fur jedes Bild wurde der Pearson Korrelationskoeffizient (PI) ermittelt (2.2.11). Dieser gibt
an, ob ein EYFP Bildpunkt an der gleichen Stelle zu finden ist wie ein GFAP oder beta |l
Tubulin Bildpunkt. Der Pl wird als Wert zwischen 1 (= Bildpunkte liegen genau aufeinander)
und 0 (= keine Ubereinstimmung von Bildpunkten) angegeben.

GFAP
EYFP beta lll tubulin

PI:
0.665 £ 0,070

Pl:
0.280 + 0,102

Abbildung 23: Analyse der EYFP Expression in AAV9P1-transduzierten Organoiden.
Ein exemplarischer Organoidschnitt wurde sowohl auf GFAP (obere Reihe, rot) also auch
auf beta Il Tubulin (untere Reihe, Magenta) gefarbt. Die durch die Transduktion mit
AAVIP1 vermittelte Expression von EYFP ist in grin dargestellt. Mit einem Pearson
Korrelationskoeffizienten von 0,665 zeigt sich, dass vor allem GFAP-positive Zellen
transduziert wurden, wahrend beta Il Tubulin-positive Zellen kaum transduziert wurden
(P1=0,280). GroRenstandard = 18 um.

In Abbildung 23 ist zweimal der gleiche Organoidauschnitt zu sehen. Die Expression von
EYFP (grun) zeigt eine erfolgreiche Transduktion durch AAV9P1. Der Schnitt wurde auf die
Expression des Astrozytenmarkers GFAP (obere Reihe, rot) und auf die Expression des
Neuronenmarkers beta Il Tubulin (untere Reihe, Magenta) untersucht. Der aus 100 Bildern
errechnete Pl bestatigt, dass EYFP starker mit GFAP (P1=0,665 + 0,070) korreliert als mit
beta Il Tubulin (P1=0,280 + 0,102) und zeigt somit, dass AAV9P1 in einer gemischten

Zellpopulation bevorzugt Astrozyten transduziert.
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3.2 Untersuchung und Optimierung des Transduktionsverhaltens von
AAVIP1

Die Ergebnisse aus Abschnitt 3.1 zeigen, dass AAV9P1 in der Lage ist spezifisch Astrozyten

zu transduzieren, was AAV9P1 zu einem interessanten Vektor flr eine Vielzahl von

verschiedenen  Anwendungen macht. Um  weitere Informationen Uber das

Transduktionsverhalten von AAV9P1 zu erhalten, wurden im Folgenden verschiedene

Zelltypen aul3erhalb des ZNS mit AAVIP1 transduziert.

3.2.1 Transduktionsverhalten von AAV9PL1 in verschiedenen Zelltypen

Um zu untersuchen, ob AAV9P1 Zelltypen auflerhalb des ZNS transduziert, wurden
verschiedene Zelllinien (2.1.7) mit einer MOI von 1*10° transduziert (2.2.5). 48 h nach der
Transduktion wurden die Zellen geerntet (2.2.2) und mittels Durchflusszytometrie (2.2.12)
auf die Expression von EYFP untersucht.
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Abbildung 24: Transduktion verschiedener Zelllinien mit AAV9P1l. Neurale
Progenitorzellen (prol. HNSC.100), Astrozyten (diff. HNSC.100, TH4-7-5), T-Lymphozyten
(Jurkat), Leberzellen (HepG2, Huh7), HEK293T und HelLa Zellen wurden mit AAV9P1
transduziert (jeweils mit einer MOI von 1*10°). 48 h nach der Transduktion wurden die
Zellen mittels Durchflusszytometrie auf die Expression des EYFP Reporters untersucht.
Neben ZNS Zellen transduziert AAVOP1 auch Leberzellen, HEK293T und HelLa Kulturen.

Die in Abbildung 24 dargestellten Balken zeigen die Transduktionsrate von AAV9P1 in
verschiedenen Zelllinien. Wie bereits gezeigt, transduziert AAV9P1 sowohl prol. HNSC.100,
als auch diff. HNSC.100 Kulturen. Auch TH4-7-5 Kulturen wurden erneut erfolgreich
transduziert. AAVOP1 war nicht in der Lage die CD4-positive T-Zelllinie Jurkat zu
transduzieren. Die Leberzelllinien HepG2 und Huh7 zeigen mit 38,6 + 6,7% und 83,4 *
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15,1% EYFP positiver Zellen unterschiedliche Transduktionsraten durch AAV9P1. Sowohl
HEK293T als auch HelLa Zellen sind nur bedingt durch AAV9P1 transduzierbar (17,9 + 5,7%
bzw. 15,3 + 8,1%). Es lasst sich festhalten, dass obwohl AAV9P1 nicht alle getesteten
Zelllinien effektiv transduziert, AAV9P1 trotzdem nicht spezifisch fur die Transduktion von

ZNS Zellen verwendet werden kann.

3.2.2 Erhohung der Spezifitat durch zellspezifische Promotoren

Eine Mdglichkeit die Zellspezifitat eines viralen Vektors zu erhdhen ist die Verwendung eines
zellspezifischen Promotors fir die Expression des Transgens. Somit wird in nicht
gewinschten Zelltypen das Transgen nicht exprimiert. In den folgenden Abschnitten werden
zwei verschiedene Promotoren darauf getestet, ob sie in der Lage sind die durch AAV9P1
vermittelten Transgene ausschlieRlich in neuralen Progenitorzellen und/oder Astrozyten zu

exprimieren.

3.2.2.1 Das Nes714 Promotorkonstrukt

Nestin ist ein Intermediarfilamentprotein, das ein Marker flr neurale Progenitorzellen ist
(1.1.5.1). Lothian und Lendahl [138] haben das Nes714 Promotorkonstrukt hergestellt,
welches in der Lage ist die Expression eines Reporters in transgenen Mausen auf neurale
Progenitorzellen (=Nestin positive Zellen) zu beschranken. Das Konstrukt besteht aus einem
107 bp langem Abschnitt des HSV tk Promotors (Herpes simplex Virus Thymidin Kinase),
welcher zwar eine Transkriptionsstartstelle enthalt aber alleine nicht in der Lage ist einen
Reporter in neuralen Progenitorzellen zu exprimieren. Zusatzlich zu dem HSV tk Promotor
enthdlt das Konstrukt einen 714 bp langen Abschnitt des 2. Introns des humanen
Nestingens (Abbildung 25A). Es konnte gezeigt werden, dass dieser 714 bp Abschnitt als
Transkriptionsverstarker dient und zusammen mit dem HSV tk Promotor in der Lage ist

Reporterexpression auf neurale Progenitorzellen in vivo zu limitieren [138].

A
Intron 3
Nestin - Intron 1 . Intron 2
- -
714 bp

Nes714

HSV tk
Promoter
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Abbildung 25: Transfektion von verschiedenen Zelllinien mit pLVTHM und
pLVTHM_Nes714. (A) Schematische Ubersicht des Nes714 Promotorkonstrukts, welches
aus einem 714 bp Abschnitt des 2. Introns des humanen Nestinsgens und einem minimalen
HSV tk Promotor besteht. Die Abbildung ist an Lothian und Lendahl, 1997 angelehnt [138].
(B) Prolifieriende HNSC.100, HepG2, Huh7 und HEK293T Kulturen wurdem mit 10 pg
Plasmid DNA/Zelle transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen mittels
Durchflusszytometrie auf die Expression des GFP Reporters untersucht. Graue Balken
zeigen Transfektionsraten mit pLVTHM (ubiquitdrer EF1-a Promotor) und grine Balken
Transfektionsraten von pLVTHM_Nes714 (Nes714 Promotorkonstrukt). Es ist zu sehen,
dass der Nes714 Promotor nicht in der Lage ist, die Transgenexpression auf prol.
HNSC.100 Zellen zu beschranken.

Abbildung 24 zeigt, dass unter den getesteten Zelllinien vor allem die Leberzelllinien deutlich
von AAV9P1 transduziert werden. Um zu untersuchen, ob das Nes714 Promotorkonstrukt in
der Lage ist die Transgenexpression in Zellen auRerhalb des ZNS zu verhindern, wurde es
in das pLVTHM Plasmid kloniert. Somit ergab sich das Plasmid pLVTHM_Nes714 (Tabelle
7), welches einen GFP Reporter enthalt. Verschiedene gut transduzierbare Zellen wurden
mit 10 pg Plasmid DNA pro Zellen transfiziert (2.2.4) und 48 h nach der Transfektion
geerntet (2.2.2, 2.2.3). Mit Hilfe von Durchflusszytometrie (2.2.12) wurde der Anteil an GFP
positiven Zellen und somit der Anteil an Zellen, in denen das Nes714 Promotorkonstrukt
aktiv war, bestimmt. Zum Vergleich wurden die gleichen Zellen mit pLVTHM (2.1.5)
transfiziert. In diesem Plasmid steuert der ubiquitar aktive Promotor EF1-a die GFP
Expression.

Als Kontrolle fur eine erfolgreiche Transfektion wurden HEK293T, eine gut zu transfizierende
Zelllinie, verwendet. Unter der Kontrolle beider Promotoren exprimieren HEK293T Zellen
GFP (90,9 £ 8,5% bei pLVTHM und 75,1 + 3,6% bei pLVTHM_Nes714). Bei den prol.
HNSC.100 Kulturen fuhrt die Transfektion von pLVTHM zu 50,9 + 5,7% GFP positiven
Zellen und die Transfektion von pLVTHM_Nes714 zu 29,7 + 5,0%. Auch die beiden
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Leberzelllinien (HepG2, Huh7) zeigen bei beiden Plasmiden GFP positive Zellen. Auch wenn
der Anteil an GFP exprimierenden Zellen in allen Fallen bei Transfektion mit
pLVTHM_Nes714 geringer ist als bei Transfektion mit pLVTHM, zeigt sich doch, dass das
Nes714 Promotorkonstrukt nicht in der Lage ist die Transgenexpression auf neurale

Progenitorzellen zu beschréanken.

3.2.2.2 Der gfaABC,;D Promotor

GFAP (engl. glial fibrillary acidic protein) ist ein Intermediarfilamentprotein, welches in
Astrozyten exprimiert wird. Der Promotor des humanen GFAP (gfa2) ist mit 2,2 kb Lange zu
grol3 fur eine AAV Verpackung. Lee et al.,, 2008 waren in der Lage den gfa2 Promotor
(Abbildung 26A) auf die essentiellen Teile A, B, C, D und BP (=basaler Promotor) zu
reduzieren [137]. Zuséatzlich waren sie in der Lage innerhalb des C Segments ein
Untersegment C1 zu identifizieren, welches den resultierenden Promotor gfaABC,D die
gleichen Expressionseigenschaften zuteilwerden liel? wie dem gfa2 Promotor. Somit wurde
ein auf 681 bp reduzierter Astrozyten-spezifischer Promotor etabliert, der in transgenen
Mausen die gleiche Expressionsverteilung wie gfa2 zeigt [137].
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Abbildung 26: Transfektion von verschiedenen Zelllinien mit pLVTHM und
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pLVTHM_gfaABC;D. (A) Schematische Ubersicht tiber der Entstehung des gfaABC;D
Promotors. Abbildung ist an Lee et al., 2008 angelehnt [137]. (B) Proliferiende HNSC.100,
HepG2, Huh7 und HEK293T Kulturen wurden mit pLVTHM (grau) und pLVTHM_gfaABC;D
(blau) transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit Hilfe wvon
Durchflusszytometrie auf die Expression von GFP untersucht. Es konnte festgestellt
werden, dass unter der Kontrolle des gfaABC;D Promotors nur in prol. HNSC.100 Zellen
GFP exprimiert wird.

Da AAV9P1 neben Astrozyten und neuralen Progenitorzellen unteranderem auch
Leberzellen (HepG2, Huh7) deutlich transduziert (Abbildung 24), wird im Folgenden
getestet, ob der gfaABC,D Promotor in der Lage ist die Expression eines Reportergens auf
neurale Progenitoren und/oder Astrozyten zu beschrénken. Hierfir wurde der Promotor in
das pLVTHM Plasmid kloniert (2.1.5), das so entstandene Plasmid pLVTHM_gfaABC.D
(Tabelle 7) exprimiert einen GFP Reporter unter der Kontrolle von gfaABC,D. Verschiedene
Zelllinien wurden mit pLVTHM (EF1-a Promotor) oder pLVTHM_gfaABC,D transfiziert (10 pg
Plasmid DNA pro Zelle; 2.2.4). 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet (2.2.2,
2.2.3) und mittels Durchflusszytometrie auf die Expression von GFP analysiert (2.2.12). Da
sich differenzierte Astrozyten nicht transfizieren lassen, wurden lediglich prol. HNSC.100
Zellen verwendet, welche aber auch eine geringe Menge an GFAP exprimieren [166],
wodurch der gfaABC;D Promotor aktiv sein sollte.

Abbildung 26B zeigt, dass sich alle verwendeten Zelllinien transfizieren lie3en, da in allen
Zelllinien nach der Transfektion mit pLVTHM, in dem GFP unter der Kontrolle des
ubiquitaren EF1-a Promotors steht, GFP exprimiert wird. Im Vergleich dazu zeigen nur prol.
HNSC.100 GFP positive Zellen (17,2 + 5,3%), wenn die Transkription des Reporters unter
der Kontrolle des gfaABC;D Promotors steht. Somit konnte gezeigt werden, dass der
gfaABC,D Promotor in diesem Experiment in der Lage ist die Expression auf ZNS Zellen zu

beschranken.

Um den gfaABC;D Promotor in einen AAV Kontext zu bringen, wurde der Promotor in das
AAV Plasmid pBSU6 (2.1.5) kloniert, wodurch pBSU6_gfaABC,D-EYFP entstand (Tabelle
7). Das klonierte Plasmid wurde benutzt um AAV9P1 Vektoren zu produzieren (2.2.6). Im
Anschluss wurden verschiedene Zelltypen mit AAV9P1 gfaABC;D-EYFP transduziert (MOI
1*10°; 2.2.5), um zu Uberpriifen in welchen Zellen das EYFP Transgen exprimiert wird.

Abbildung 27 zeigt, dass AAV9P1 gfaABC,D-EYFP in der Lage war sowohl in prol.
HNSC.100 (24,3 + 8,4%) als auch in diff. HNSC.100 (61,7 + 0,1%) Kulturen fir eine EYFP
Expression zu sorgen. Auch TH4-7-5 Zellen zeigen eine EYFP Expression (50,3 = 11,1%).
Die Astrozytenzelllinien U-251 MG und U-87 MG hingegen kdonnen zwar durch AAV9P1

transduziert werden (Abbildung 19), aber sobald das EYFP unter der Kontrolle des
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gfaABC,D Promotors und nicht mehr unter der Kontrolle eines CMV Promotors steht, ist das
Transgen kaum (3,5 + 0,2% EYFP positive U-87 MG Zellen) oder gar nicht detektierbar.
Auch die neurale Zelllinine LAN-5 und die Mikrogliazelllinie CHME-3 zeigen keine EYFP
Expression.

Vergleicht man Abbildung 27 mit Abbildung 24 so zeigt sich, dass Zelllinien, die nach der
Transduktion mit AAV9P1_CMV-EYFP noch EYFP Signale zeigen, durch den Einsatz des
gfaABC;D Promotors nun nicht mehr in der Lage sind EYFP zu exprimieren (HepG2, Huh?7,
HEK293T, Hela). Zusatzlich wurden noch PBMCs von zwei verschiedenen Spendern mit
AAVIP1_gfaABC;D-EYFP transduziert. Die Zellen wurden sowohl im stimulierten Zustand
als auch nicht stimulierten transduziert. In keiner der Kulturen konnte eine EYFP Expression
nachgewiesen werden.

Die Kombination von AAV9P1 mit dem gfaABC,D Promotor fiihrt zu einer sehr spezifischen
Transgenexpression, die sich auf neurale Progenitorzellen und Astrozyten beschrankt.
Allerdings lassen sich nicht alle astrozytaren Zelllinien mit AAV9P1_gfaABC,D-EYFP

erfolgreich transduzieren.
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Abbildung 27: Transduktion verschiedener Zelltypen mit AAV9P1_ gfaABC,D-EYFP.
Neurale Progenitorzellen (prol. HNSC.100), Astrozyten (diff. HNSC.100, TH4-7-5, U-251
MG, U-87 MG), Neuronen (LAN-5), Mikroglia (CHME-3) T-Lymphozyten (Jurkat),
Leberzellen (HepG2, Huh7), HEK293T und HelLa Zellen sowie PBMCs von zwei
verschiedenen Spendern wurden mit AAV9P1_gfaABC;D-EYFP transduziert (jeweils mit
einer MOl von 1*10°). 48 h nach der Transduktion wurden die Zellen mit Hilfe von
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Durchflusszytometrie auf die Expression von EYFP untersucht. stim = stimuliert.

3.3 Analyse der Langzeit-Transduktion von HNSC.100 Zellen durch AAV9P1
Da es sich bei Astrozyten um langlebige Zellen handelt [62], ist es wichtig, dass ein viraler
Vektor eine stabile Langzeit-Expression des Transgens ermdglicht. Mit den folgenden
Experimenten wurde untersucht, ob AAV9P1 dazu in der Lage ist.

HNSC.100 Zellen kénnen sowohl als neurale Progenitorzellen, als auch als terminal
differenzierte Astrozyten kultiviert werden (2.1.7). Wahrend Progenitorzellen in der Lage sind
regelmafig zu proliferieren, zeichnen sich Astrozyten Kulturen durch eine terminale
Differenzierung aus, was bedeutet, dass sie sich nicht mehr teilen kénnen. Um diese
Aussage zu bestatigen wurden sowohl prol. HNSC.100 als auch diff. HNSC.100 Zellen auf
die Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 gefarbt (2.2.9). Ki-67 wird nur in Zellen
exprimiert, die sich aktiv teilen und wird auch als Markerprotein in der Krebsdiagnostik
verwendet [167].

DAPI DAPI + Ki-67

Poliferierende HNSC.100

Differenzierte HNSC.100

Abbildung 28: Analyse der Ki-67 Expression in HNSC.100 Kulturen. Prol. HNSC.100
Zellen (obere Reihe) und diff. HNSC.100 Zellen (untere Reihe) wurden auf die Expression
des Proliferationsmarkers Ki-67 gefarbt. Von jedem Zelltyp wurden 300 DAPI-gefarbte
Zellkerne auf die Expression von Ki-67 ausgezahlt. Prol. HNSC.100 zeigten dabei 86,7 +
6,4 % Ki-67 positive Zellkerne, wahrend es bei den diff. HNSC.100 Zellen 3,3 £ 0,8 %
positive Kerne waren. Grof3enstandard = 7 pm.
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In Abbildung 28 ist zu sehen, dass prol. HNSC.100 Zellen (obere Reihe) deutlich mehr Ki-67
positive Zellkerne aufweisen, als diff. HNSC.100 Zellen (untere Reihe). Von jedem Zelltyp
wurden 300 DAPI-gefarbte Zellkerne auf die Expression von Ki-67 ausgezahlt (2.2.11),
wobei prol. HNSC.100 Zellen 86,7 + 6,4 % positive Zellkerne aufwiesen, wahrend diff.
HNSC.100 Zellen nur 3,3 = 0,8 % positive Zellkerne zeigten. Somit konnte bestétigt werden,
dass diff. HNSC.100 terminal differenziert sind und sich nicht mehr teilen.

Um zu untersuchen, ob AAV9PL1 in der Lage ist eine Langzeit-Transduktion in HNSC.100
Zellen zu vermitteln, wurden sowohl prol. HNSC.100 Zellen, als auch diff. HNSC.100 Zellen
in 24-well Kulturschalen kultiviert und am Tag 0 mit einer MOI von 1*10° mit AAV9P1_CMV-
EYFP transduziert (2.2.3, 2.2.5). Diff. HNSC.100 Zellen wurden zusatzlich noch mit
AAVIP1 gfaABC;D-EYFP transduziert. An unterschiedlichen Tagen nach der Transduktion
wurden Zellen aus jeweils drei wells eines jeden Zelltyps geerntet (2.2.3). Die geernteten
Zellen wurden fir das Erstellen einer Wachstumskurve ausgezahlt, es wurde genomische
DNA isoliert (2.3.11) und Zellen wurden fir Durchflusszytometrie (2.2.12) verwendet. Mit
Hilfe der gDNA wurde die Anzahl an EYFP Transgenen pro Ansatz bestimmt (2.3.14) und
mit der Durchflusszytometrie der Anteil an Zellen, der EYFP exprimieren.

Abbildung 29 zeigt die Ergebnisse des Langzeitversuchs fur proliferierende HNSC.100
Zellen. Anhand der Wachstumskurve (Abbildung 29A) ist zu sehen, dass die Zellen sich
kontinuierlich teilen, ab Tag 7 nach der Transduktion wurden die Zellen zweimal die Woche
passagiert. Abbildung 29B zeigt die Anzahl an EYFP Transgenen. An Tag 1 nach der
Transduktion ist, wie zu erwarten, eine hohe Anzahl an EYFP Transgenen in der
Zellpopulation detektierbar. Diese nimmt im Verlauf des Experiments kontinuierlich ab bis ab
Tag 24 nach der Transduktion keine Transgene mehr nachweisbar sind. Innerhalb der
transduzierten prol. HNSC.100 Kultur kam es demnach zu einem stetigen Verlust an
AAV9P1-vermittelten Transgenen. Abbildung 29C gibt den Prozentsatz an EYFP
exprimierenden HNSC.100 Zellen an. Bereits ab Tag 1 nach der Transduktion sind 97,4 +
0,4% der Zellen EYFP positiv. Dieser hohe Prozentsatz bleibt, trotz bereits abnehmender
Transgenzahlen (Abbildung 29B) bis Tag 4 konstant. An Tag 7 wurden die Zellen erstmals
passagiert, gleichzeitig kommt es zu einer Abnahme der EYFP-positiven Zellen. Diese
Abnahme setzt sich fort, bis ab Tag 14 nur noch Hintergrundsignale gemessen werden
konnen. AAV9P1 ist demnach nicht in der Lage in prol. HNSC.100 Kulturen eine

langanhaltende Transgenexpression zu vermitteln.
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Abbildung 29: Langzeitanalyse des Transduktionsverhalten von AAV9P1 in
proliferierenden HNSC.100 Kulturen. Proliferierende HNSC.100 Zellen wurden mit
AAVIP1 CMV-EYFP transduziert und an verschiedenen Tagen nach der Transduktion
geerntet. (A) Die geernteten Zellen wurden ausgezahlt. Anhand der Wachstumskurve ist
ersichtlich, dass die Zellen sich regelmalig teilen. Die Zellen wurden ab Tag 7 zweimal
wochentlich passagiert. (B) Mittels g°PCR wurde die Anzahl an EYFP Transgenen bestimmt,
welche nach der Transduktion stetig abnimmt. (C) Mit Hilfe von Durchflusszytometrie wurde
der Anteil an EYFP-positiven Zellen in der Population bestimmt. Nach einem urspringlichen
hohen Plateau nahm der Prozentsatz kontinuierlich ab.

82



Ergebnisse

Wie bei den prol. HNSC.100 wurden auch diff. HNSC.100 transduziert und im Anschluss an
verschiedenen Tagen nach der Transduktion auf die Zellzahl, die Anzahl der EYFP
Transgene und den Anteil an EYFP eximierenden Zellen untersucht (Abbildung 30). Die
erstellte Wachstumskurve (Abbildung 30A) zeigt, dass im Vergleich zu nicht transduzierten
Zellen die beiden transduzierten Populationen keinen signifikanten Unterschied zeigen.
Durch die Transduktion wird also tber den gesamten Beobachtungszeitraum von 49 Tagen
kein negativer oder toxischer Effekt sichtbar. In Abbildung 30B ist die Anzahl an EYFP
Transgenen dargestellt. Wie auch bei den prol. HNSC.100 Zellen (Abbildung 29B) liegt an
Tag 1 nach der Transduktion eine sehr hohe Anzahl an Transgenen vor. Ebenfalls wie bei
den prol. HNSC.100 Zellen nimmt auch bei beiden transduzierten diff. HNSC.100
Populationen die Transgenzahl ab, allerdings ist auch an Tag 49 noch eine deutliche
Transgenanzahl vorhanden. In Abbildung 30C ist der Anteil an EYFP exprimierenden Zellen
sichtbar. Im Gegensatz zu prol. HNSC.100 Zellen ist das Maximum an EYFP positiven
Zellen erst an Tag 4 nach der Transduktion erreicht, allerdings bleibt in beiden Ansétzen der
Prozentsatz an EYFP positiven Zellen tber den gesamten Experimentzeitraum auf einem
gleich hohen Niveau. Sowohl die Transduktion mit AAVOP1 CMV-EYFP als auch mit
AAVIP1 gfaABC,D-EYFP fihrt in diff. HNSC.100 Kulturen zu einer Langzeit

Transgenexpression.
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Abbildung 30: Langzeitanalyse des Transduktionsverhalten von AAV9P1 in
differenzierten HNSC.100 Kulturen. Differenzierte HNSC.100 Zellen wurden sowohl mit
AAVIP1 CMV-EYFP (blau) als auch mit AAV9P1 gfaABC.D-EYFP (rot) transduziert. An
verschiedenen Tagen nach der Transduktion wurden die Zellen geerntet. (A) Die erstellte
Wachstumskurve zeigt, dass uUber den gesamten Verlauf des Experiments keine
Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Populationen zu sehen sind. (B) Durch gPCR
wurde die Anzahl an EYFP Transgenen bestimmt. Obwohl die Anzahl stetig abnimmit,
lassen sich auch an Tag 49 nach der Transduktion in beiden Populationen noch Transgene
nachweisen. (C) Der Prozentsatz an EYFP positiven Zellen wurde mit Hilfe von
Durchflusszytometrie bestimmt. Das Maximum an EYFP positiven Zellen ist an Tag 4 nach
der Transduktion erreicht und bleibt bis Tag 49 auf Werten Gber 70%.
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3.4 Inhibierung der HIV Expression in persistent infizierten Astrozyten durch
AAV9P1 vermittelte Transgene
HIV-1 infizierte Astrozyten bilden ein besonders herausforderndes Virus Reservoir, da sie
nur unzureichend durch zugelassene cART Medikamente erreicht werden. Eine Alternative,
um diesen Zelltyp zu erreichen, stellt der virale Vektor AAV9P1 dar. Aufgrund der zuvor
beschriebenen Eigenschaften von AAV9P1 (spezifische Astrozyten Transduktion, Langzeit-
Transgenexpression) soll mit den folgenden Experimenten festgestellt werden, ob AAV9P1
in der Lage ist HIV-1 inhibierende Sequenzen in persistent infizierte Astrozyten zu

transportieren, um somit die HIV Expression zu inhibieren.

3.4.1 AAV9P1 vermittelte Uberexpression des HIV Restriktionsfaktors 16.4.1

Das 16.4.1 Element aus der Fam21/Risp Proteinfamilie ist ein bereits beschriebener HIV
Restriktionsfaktor in Astrozyten. Durch seine Interaktion mit den viralen Rev Protein
verhindert 16.4.1 den Re-Import von Rev in den Zellkern. Dadurch werden spate HIV
Transkripte nicht mehr effektiv in das Zytoplasma zur Translation transportiert, wodurch
letztendlich die gesamte HIV Replikation inhibiert wird [83,84].

Um 16.4.1 in Astrozyten Uberzuexprimieren, wurde das Plasmid pBSU6 gfaABC;D-16.4.1-
EYFP (Tabelle 7) kloniert. Hierfir wurde zuerst die kodierende Sequenz fur 16.4.1 in das
pBSU6 Plasmid kloniert, es entstand das Plasmid pBSU6 16.4.1-EYFP. Um eine
Astrozyten-spezifische Expression zu garantieren, wurde der CMV Promotor aus dem
pBSU6 16.4.1-EYFP Plasmid durch den gfaABC;D Promotor ersetzt, es entstand das
Plasmid pBSU6 gfaABC;D-16.4.1-EYFP (2.1.5). Mit Hilfe der Vektorplasmide pBSUG6-
gfaABC,D-EYFP und pBSU6_gfaABC.D-16.4.1-EYFP wurden AAV9P1 Vektoren hergestellt
(2.2.6).

Als Zellsystem wurden TH4-7-5 Zellen (2.1.7) verwendet, da in diesem Zelltyp bereits
gezeigt werden konnte, dass die Uberexpression von Risp zu einer Abnahme der HIV
Replikation fuhrt (1.1.5.2). Diese vorangegangenen Experimente wurden durch die
Transfektion von TH4-7-5 Zellen mit einem Risp-GFP kodierenden Plasmid erzielt [168]. In
den folgenden Experimenten sollte gezeigt werden, dass auch eine AAV9P1-vermittelte
Transduktion zu einer Uberexpression von Risp in TH4-7-5 Zellen fuhren kann. TH4-7-5
Zellen wurden mit den AAV9P1 Vektoren transduziert (MOl 1*10°; 2.2.5) und 72 h nach der
Transduktion wurden die Gag-p24 Mengen der einzelnen Kulturen bestimmt. Gag-p24

Mengen wurden intrazellular und im Uberstand gemessen (2.2.8).
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Abbildung 31: Transduktion von TH4-7-5 mit AAV9P1 gfaABC;D-EYFP und
AAV9P1 _gfaABC,D-16.4.1-EYFP (MOI 1*10°). 72 h nach der Transduktion wurden Gag-
p24 Mengen im Zellkulturiberstand (A) und intrazellular (B) mit Hilfe eines ELISA
gemessen. In beiden Fallen sind die Gag-p24 Level bei einer Uberexpression von 16.4.1 im
Vergleich zu nicht transduzierten Zellen und EYFP-exprimierenden Zellen signifikant
erniedrigt. Zwischen nicht transduzierten Zellen und EYFP-exprimierenden Zellen bestand
kein signifikanter Unterschied. ***p < 0,001.

In Abbildung 31 sind die Ergebnisse der Gag-p24 Quantifizierung zu sehen, wobei
Abbildung 31A Gag-p24 Level im Zellkulturiiberstand (extrazellular) und Abbildung 31B
intrazellulare Gag-p24 Level zeigt. In beiden Fallen besteht kein signifikanter Unterschied
zwischen nicht transduzierten Zellen und Zellen, die mit AAV9P1 gfaABC;D-EYFP
transduziert wurden und somit lediglich EYFP exprimieren. Sobald die Zellen das
Fusionsprotein 16.4.1-EYFP exprimieren, nimmt die Gag-p24 Menge im Vergleich zu den
beiden Negativkontrollen signifikant ab. Dieser Effekt kann sowohl auf extrazellulare Gag-
p24 Mengen, als auch auf intrazellulare Gag-p24 Mengen beobachtet werden. Die
Uberexpression von 16.4.1 fuhrt allerdings nicht zu einer vollstandigen Inhibierung der Gag-
p24 Expression.

3.4.2 Inhibierung der HIV Expression durch den Einsatz von CRISPR/Cas9

Da persistent infizierte Astrozyten ein integriertes HIV Provirus beherbergen, wére es der
direkteste Weg die HIV-Expression in diesen Zellen zu inhibieren, wenn die Inaktivierung
des Provirus Uber Genom-Editierungssysteme erfolgt. Die Einfihrung des CRISPR/Cas9

Systems hat die Mdglichkeiten der Genom-Editierung, um ein Vielfaches erweitert und
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gleichzeitig im Vergleich zu bestehenden Systemen deutlich vereinfacht (1.3). In den
folgenden Versuchen wird die Etablierung eines CRISPR/Cas9 Systems, welches durch

AAVIP1 in persistent infizierte Astrozyten eingebracht wird, dargestellt.

3.4.2.1 Guide RNA Design und Klonierung verschiedener CRISPR/Cas9 Konstrukte

Das CRISPR/Cas9 System besteht neben der Nuklease Cas9 aus einer gRNA. Ein Tell
dieser gRNA ist ein 20 nt langer Abschnitt, welcher komplementar zur gewinschten Ziel-
DNA entworfen wird und Cas9 letztendlich zur Ziel-DNA fuhrt (1.3). Samtliche gRNAs in

dieser Arbeit wurden mit dem Online-Tool von http://www.genome-engineering.org

entworfen, welches auf dem Paper Hsu et al., 2013 beruht [127]. Fur die Auswahl von
mdoglichen HIV-spezifischen gRNAs wurden die LTR Sequenzen sowohl vom HIV-
Laborstamm NL4-3 als auch vom Laborstamm LAl in das Online-Tool geladen. Aus den
resultierenden gRNAs wurden 6 gRNAs ausgesucht, welche folgende Eigenschaften
gemeinsam hatten: 1. Die gRNA bindet in LTR Sequenzen beider HIV Stdmme, 2. Die gRNA
bindet an oder in der Nahe von Bindestellen fur zellulare Transkriptionsfaktoren. Die
resultierenden gRNAs sind in Tabelle 21 aufgelistet.

Tabelle 21 zeigt, an welchen Stellen der proviralen Sequenzen die gRNAs genau binden. So
binden alle gRNAs sowohl im 5° LTR als auch im 3‘ LTR, auf3er gRNA2 und gRNAG, welche
nur im 5° LTR binden. Zudem wurde untersucht in welchen HIV-1 Subtypen (1.1.1) die
gRNAs binden. Die gRNAs 1, 3, 4, 5 binden in den Subtypen A, B, C und D. Guide RNA 2
bindet in den Subtypen A, B und D, wahrend gRNAG lediglich im Subtyp B bindet. Der HIV
Subtyp C ist der am weitesten verbreitete weltweit, die Subtypen A, B, C und D machen
zusammengerechnet 73% der weltweiten HIV Infektionen aus [12].

Ein wichtiger Punkt im Zusammenhang mit dem Design von gRNAs ist die Frage nach
mdoglichen Off-Targets, also die Frage wie wahrscheinlich eine gRNA an eine andere DNA-
Sequenz als die eigentlich geplante bindet. Samtliche gRNAs wurden mitsamt ihrem
zugehorigen PAM (1.3) mit zwei verschiedenen Datenbanken gegen das gesamte humane
Genom (GRCh38) abgeglichen. Keine der gRNAs ergab hierbei einen Treffer im humanen
Genom. Zusatzlich wurden die Off-Target Scores fir jede gRNA mit den Online-Tool
basierend auf Hsu et al., 2013 [127] berechnet. Laut dem Online-Tool werden gRNAs mit
einem Wert Gber 50 als ,high quality* gRNAs eingestuft, was bedeutet, dass es eine sehr
geringe Wahrscheinlichkeit fir Off-Target Effekte gibt. Guide RNAs 1, 5 und 6 erfillen
dieses Kriterium. Guide RNA 3 liegt mit einem Wert von 47 knapp darunter, bei den gRNAs
2 und 4 wird das Kriterium nicht erfillt.

Die gRNA Luc wurde als Negativkontrolle fir folgende Experimente entworfen und bindet

innerhalb der Renilla Luciferase.
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Tabelle 21: Samtliche gRNAs sind zusammen mit der Sequenz in 5->3° Richtung aufgelistet. Zusatzlich zeigt die Tabelle wo die genauen
Bindestellen der gRNAs innerhalb von NL4-3 und LAI sind und welche HIV-1 Subtypen von den gRNAs erkannt werden. Alle gRNAs wurden
mit Hilfe der BLAT und der BLAST Datenbank gegen das humane Genom (GRCh38) abgeglichen. Der Off-Target Score flr jede gRNA wurde
basierend auf Hsu et al., 2013 [127] berechnet. Luc ist eine gRNA gegen Renilla Luciferase und dient als Negativkontrolle.

Bindestelle in proviralen . Treffer in Treffer in
Sequenz 5 -> 3 Sequenzen von NL4-3, gRNguts:'deetn'j'V'l BLAT BLAST Score/
LAI yp Datenbank” | Datenbank”

gRNA
Nummer

298-317; 9403-9422
1 GTA CTC CGG ATG CAG CTC TC 298-317: 940-9449 A B, C D = = 79

363-382
2 GGG GACTTT CCAGGG AGG TG 363-382 A B,D - - 28

389-408; 9494-9513
3 GCC ACT CCC CAG TCC CGC CC 389-408: 9521-9540 A B,CD - - 47

385-404; 9490-9509
4 GCC TGG GCG GGA CTG GGG AG 385-404: 9517-9536 A B,C,D - - 27

434-453; 9539-9558
5 AGC TGC TTT TTG CCT GTACT 434-453: 9566-9585 A B,C,D - - 64

750-769
6 ACG CCAAAAATT TTG ACT AG 750-769 B - - 72

Luc GAT AAC TGG TCC GCA GTG GT - - - - 86

*gRNAs wurden gegen Sequenzen verschiedener HIV Stamme abgeglichen; HIV Datenbank — Los Alamos National Laboratory (www.hiv.lanl.gov)
#gRNAs (+PAM) wurden mit Hilfe der BLAT Datenbank gegen das gesamte humane Genom abgeglichen; USCS Genome Browser
(https://[genome.ucsc.edu); Treffer = 100% Ubereinstimmung von gRNA mit humanem Genom.

"gRNAs (+PAM) wurden mit Hilfe der BLAST Datenbank gegen das gesamte humane Genom abgeglichen; NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi);
Treffer = 100 % Ubereinstimmung von gRNA mit humanem Genom.

'Scores fiir off-target Wahrscheinlichkeiten der gRNAs wurden mit dem Online-Tool basierend auf Hsu et al., 2013 [127] berechnet. Werte reichen von 0 bis
100, wobei die Wahrscheinlichkeit fur Off-Target Effekte ab einem Wert von 50 als unwahrscheinlich eingestuft wird.
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Eine Ubersicht der Bindestellen der gRNAs ist in Abbildung 32 zusehen. Wahrend gRNA1 in
der Nahe der wichtigen NF-kB Bindestellen bindet, liegen gRNA 2, 3 und 4 in der
Binderegion fir den Transkriptionsfaktor SP1. Guide RNA5 hingegen ist direkt am
Transkriptionsstart gelegen. Guide RNA 6 bindet an die HauptspleiBdonorstelle, von der

eine Vielzahl an HIV Transkripten gespleif3t wird (1.1.2.1).
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Abbildung 32: Schema des HIV 5° LTRs. Eine genaue Beschreibung der LTR Elemente
ist in der Einleitung zu finden (1.1.2.1). Die Lokalisation der gRNAs ist in rot dargestellt. Alle
gRNAs wurden so entoworfen, dass sie an oder in der Nahe von wichtigen
Transkriptionsfaktor Bindestellen gelegen sind, gRNAS liegt direkt am Transkriptionsstart,
wahrend gRNA6 an der HauptspleiRdonorstelle bindet.

Um die gRNAs 1-6 in einen AAV Kontext zu bringen, wurden sie in eine Plasmid Tool-Box
kloniert, welche in Senis et al., 2014 beschrieben wurde [142]. Die Plasmide basieren alle
auf dem pSSV9 Plasmid (2.1.5). Die Plasmide werden als ,all-in-one“ Konstrukte
bezeichnet, da sie sowohl eine Expressionskassette fir Cas9 als auch eine fur die
Expression der gRNA besitzen. Die Plasmide unterscheiden sich lediglich in dem
verwendeten Pol Il Promotor, der die Expression der gRNA steuert. Eine genaue
Beschreibung der pSSV9-basierten all-in-one Plasmide (pSSV9_shortCMV_Cas9 H1gRNA,
pSSV9 _shortCMV_Cas9 U6gRNA, pSSV9_shortCMV_Cas9 7SKgRNA) ist unter Abschnitt
2.1.5 zu finden. Alle 6 gRNAs wurden in alle 3 beschriebenen Plasmide kloniert, wodurch 18
verschiedene CRISPR/Cas9 Konstrukte (Tabelle 7) entstanden, die auf ihre Féhigkeit die

HIV Expression zu inhibieren getestet wurden.

3.4.2.2 _Etablierung eines gRNA Screening Systems
Um aus den 18 CRISPR/Cas9 Konstrukten die gRNA Promotor Kombinationen

herauszufinden, die am effektivsten die Expression von HIV inhibieren, wurde ein Screening

System etabliert (2.2.7). Mit Hilfe dieses Screening Systems ist es mdglich schnell und
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reproduzierbar den Effekt einer gRNA auf die HIV Expression zu untersuchen. Bevor jedoch
alle 18 Konstrukte getestet wurden, wurde mit einem gRNA Konstrukt die Effektivitat des
Screenings getestet. Hierfir wurde ein all-in-one Konstrukt, welches gRNA5 unter der
Kontrolle des U6 Promotors exprimiert, ausgewahlt. Der Ablauf des Vortests ist in Abbildung

33 zu sehen.

Transfektion von Plasmiden zur
Expression von

+ LAl
+ Cas9
+gRNAS
72 h 48 h
. > ——> Plate Reader
D HEK293T Uberstand auf
HEK293T LC5-RIC LC5-RIC

Abbildung 33: Test des gRNA Screening Systems. An Tag 1 werden HEK293T Zellen
mit Plasmiden zur Expression von LAI, Cas9 und gRNAS5 transfiziert. 72 h nach der
Transfektion wurde ein Aliquot des HEK293T Uberstandes auf die HIV Reporterzelllinie
LC5-RIC Ubertragen. Nach einer HIV Infektion exprimieren LC5-RIC einen dsRed Reporter.
48 h nach dem Ubertrag des HEK293T Uberstandes wurden die LC5-RIC Zellen mittels
Plate Reader, Durchflusszytometrie und Mikroskop auf die Expression von dsRed
untersucht.

An Tag 1 wurden HEK293T Zellen mit dem Plasmid pLAL2 und
pSSV9_shortCMV_Cas9_7SKgRNAS5 (2.1.5) ko-transfiziert. Nach 72 h Stunden wird der
Uberstand der HEK293T, welcher nun HIV Partikel (LAI) enthalt auf die Reporterzelllinie
LC5-RIC gegeben. LC5-RIC Zellen enthalten einen durch HIV induzierbaren dsRed Reporter
(2.1.7). 48 h nach dem Ubertrag des HEK293T Uberstandes wurden die LC5-RIC Zellen auf
die Expression des dsRed Reporters analysiert (Plate Reader, Durchflusszytometrie,
Mikroskop).

Abbildung 34 zeigt die Ergebnisse der Plate Reader (A) und Durchflusszytometrie (B)
Analyse. Mock bedeutet, dass die HEK293T mit einem leeren pUC18 Plasmid transfiziert
wurden, bzw. mit pUC18 und pSSV9_shortCMV-Cas9 ko-transfiziert wurden (mock+Cas9).
In diesen Negativkontrollen wurde kein LAI produziert, weswegen die LC5-RIC Zellen
sowohl im Plate Reader als auch bei der Durchflusszytometrie kein Signal zeigen. Als
Positivkontrolle dienten HEK293T Zellen, die nur mit dem pLAI.2 Plasmid (LAI) transfiziert
wurden oder die mit pLAIL.2 und pSSV9_shortCMV-Cas9 (LAI+Cas9) ko-transfiziert wurden.
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Sowohl die LAI als auch die LAI + Cas9 LC5-RIC Kulturen zeigen eine hohe Expression an
dsRed. Bei der Durchflusszytometrie liegen LAI LC5-RIC Kulturen bei 68,5 + 8,0% und LAI +
Cas9 Kulturen liegen bei 73,2 £ 7,8% dsRed positiven Zellen. HEK293T, die mit pLAIL.2 und
dem CRISPR/Cas9 (LAl + Cas9/gRNA5) Konstrukt ko-transfiziert wurden, produzierten
weniger LAl Partikel, welche zu einem stark verringerten dsRed Signal in LC5-RIC Zellen
fuhrten (6,9 = 3,0% dsRed positive Zellen).
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Abbildung 34: Analyse des dsRed Signals in LC5-RIC Kulturen. LC5-RIC Zellen wurden
auf die Expression von dsRed untersucht. (A) Mit Hilfe eines Plate Readers wurde das
dsRed Signal bei einer Anregung von 552 nm und einer Emission von 596 nm gemessen.
(B) Der Prozentsatz an dsRed positiven Zellen wurde mit Hilfe von Durchflusszytometrie
analysiert. In beiden Fallen zeigt die Inkubation von LC5-RIC Zellen mit LAI+Cas9/gRNAS5
Uberstanden eine Reduktion des dsRed Signals im Vergleich zu den Positivkontrollen (LA,
LAI+Cas9).

Abbildung 35 zeigt, dass LC5-RIC Zellen, die mit mock HEK293T Uberstanden behandelt
wurden und somit nicht infiziert sind, kein dsRed Signal zeigen. LC5-RIC Zellen, die mit LAI
Partikeln aus HEK293T Uberstanden infiziert wurden, zeigen eine hohe Anzahl an dsRed
positiven Zellen. Sobald HEK293T Kulturen sowohl mit pLAL2 als auch mit dem
Cas9/gRNA5 Konstrukt transfiziert wurden, wurde die HIV Expression bzw. Replikation
inhibiert. Dies hatte zur Folge, dass eine geringere Anzahl an LC5-RIC Zellen den HIV
induzierbaren dsRed Reporter exprimieren.

Aus dem Vortest geht hervor, dass sich das Screening System gut zur Identifizierung von
potenten CRISPR/Cas9 Konstrukten eignet. Fir den weiteren Verlauf des Screenings wurde

eine Auswertung der dsRed Expression mittels Plate Reader als ausreichend betrachtet.
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Abbildung 35: Mikroskopieanalyse der dsRed Expression in LC5-RIC Kulturen. LC5-
RIC Zellen wurden mit unterschiedlichen HEK293T Uberstanden behandelt. Nicht infiziert =
LC5-RIC Zellen, die mit mock transfizierten HEK293T Uberstanden behandelt wurden; LAl
= LC5-RIC wurden mit LAl haltigen Uberstanden behandelt. LAI/gRNA5 = LC5-RIC Zellen
wurden mit Uberstanden von pLAI.2 und Cas9/gRNAS5 Konstrukt ko-transfizierten HEK293T
Uberstanden behandelt. In Anwesenheit eines funktionsfahigen CRISPR/Cas9 Systems
wurde die HIV Expression inhibiert, was sich in der verringerten Anzahl an dsRed positiven
Zellen zeigt (unterste Reihe). Die Zellkerne wurden mittels DAPI angefarbt.
GrolRenstandard = 70 pm.

3.4.2.3 Identifizierung von potenten Promotor-gRNA Kombinationen

Nachdem das Screening Verfahren, wie im Abschnitt 3.4.2.2 beschrieben, erfolgreich
getestet wurde, wurden die 18 verschiedenen CRISPR/Cas9 Konstrukte auf ihre Fahigkeit
die HIV Expression zu inhibieren getestet. Der genaue Ablauf des Screenings und die
Auswertung der Daten ist im Abschnitt 2.2.7 erklart.

Abbildung 36 zeigt die Ergebnisse des gRNA Screenings. Die Ergebnisse wurden nach der
Verwendung der verschiedenen Pol Il Promotoren fir die Expression der gRNA aufgeteilt,
so sind in Abbildung 36A die Ergebnisse mit dem H1 Promotor, in Abbildung 36B mit dem
U6 Promotor und in Abbildung 36C mit dem 7SK Promotor dargestellt. In allen drei Graphen
stellen die mock Kulturen Negativkontrollen dar, welche anstatt mit pLAL2 mit dem leeren
pUC18 Plasmid transfiziert wurden. Somit konnte gezeigt werden, dass die alleinige
Expression von Cas9, einer gRNA oder eines all-in-one Konstrukts keinen Einfluss auf die

dsRed Reporter Expression hatte. Als Positivkontrollen dienten in allen drei Graphen LAI
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Kulturen, hierbei wurden die LC5-RIC Zellen mit Uberstanden behandelt, die von HEK293T
Zellen stammen, welche nur HIV exprimieren. Auch hier konnte gezeigt werden, dass die
alleinige Expression von Cas9 (LAI+Cas9) oder einer gRNA (LAI+gRNA) keinen Einfluss auf
die HIV Expression hat. Auch ein vollstandiges CRISPR/Cas9 System, bestehend aus Cas9
und einer gRNA gegen die Renilla Luciferase (LAl+Luc), zeigt keinen Einfluss auf die HIV
Expression und somit auch nicht auf die Expression des dsRed Reporters.

Abbildung 36A zeigt die Ergebnisse fur die gRNA Expression unter der Kontrolle des H1
Promotors. Mit 18,3 £ 8,4% infizierter Zellen zeigt gRNA3 im all-in-one Kontext die starkste
Reduktion im Vergleich zu LAI Kulturen, gefolgt von gRNA4 mit 40,7 + 11,5% dsRed
positiven Zellen. Keine eindeutige Reduktion an infizierten Zellen ist bei den gRNAs2 (80,1 +
11,9%) und 6 (92,8 + 7,3%) zu beobachten.

In Abbildung 36B sind die Ergebnisse mit den Konstrukten zu sehen, die den U6 Promotor
nutzen. Die gRNAs 1, 3 und 5 zeigen die starksten Reduktionen mit je 11,7 £ 5,4%, 18,4 +
8,8% und 5,9 £ 1,0% dsRed positiven Zellen. Erneut ist bei den gRNAs 2 (80,2 + 11,9%)
und 6 (92,8 + 7,3%) keine eindeutige Reduktion des dsRed Signals zu sehen.

Die Ergebnisse des gRNA Screenings, bei dem der 7SK Promotor (Abbildung 36C) die
Expression der gRNA antreibt, gleichen den U6 Promotor Ergebnissen aus Abbildung 36B.
Die all-in-one Konstrukte mit den gRNAs 5, 4, und 3 zeigen eine Reduktion auf 8,5 + 2,2%,
16,1 + 9,4% und 18,3 = 5,1%. Wie auch zuvor zeigen gRNA2 (69,1 + 23,2%) und 6 (103,4 +
5,2%) keine Reduktion des dsRed Signals und haben dementsprechend keinen Einfluss auf
die HIV Expression.

Aus dem Screening geht hervor, dass H1 Promotor Konstrukte den insgesamt schwachsten
Effekt auf die HIV Expression zeigen. Unter den U6 und 7SK Promotor Konstrukten sind die
gRNAs1, 3 und 5 am effektivsten in der HIV Inhibierung. Aufgrund der guten Off-Target
Werte von gRNA1 und 5 (3.4.2.1) und der Féahigkeit der beiden gRNAs die HIV Expression
stark zu hemmen, wird im folgenden Verlauf der Arbeit mit diesen beiden gRNAs gearbeitet.
Fir alle weiteren Experimente wurden die all-in-one Konstrukte verwendet, die die gRNAs1
und 5 unter der Kontrolle des 7SK Promotors exprimieren
(pSSV9_shortCMV_Cas9_7SKgRNA1 und pSSV9_shortCMV_Cas9_7SKgRNAS5; 2.1.5).
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Abbildung 36: Ergebnisse des gRNA Screenings. Alle 18 CRISPR/Cas9 Konstukte, die
gegen den HIV LTR gerichtet sind, wurden auf ihre Fahigkeit die HV Expression zu
inhibieren getestet. Der genaue Ablauf des Screenings ist in Abschnitt 2.2.7 erlautert. Als
Negativkontrollen

mock Kulturen, welche kein HIV produzierten. Als

Positivkontrollen dienten LAl Kulturen (grau), welche zwar HIV aber entweder kein
funktionsfahiges CRISPR/Cas9 System oder eines gegen Renilla Luciferase exprimieren.
Die Ergebnisse wurden nach den Pol Il Promotoren, welche die gRNA Expression
antreiben, aufgeteilt. (A) H1 Promotor, (B) U6 Promotor und (C) 7SK Promotor. Die Zahlen
1-6 zeigen die jeweils verwendeten gRNAs an.
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Da CRISPR/Cas9 ein Genomeditierungssystem darstellt, wurde im Anschluss an die
Identifizierung potenter gRNAs, der Einfluss des CRISPR/Cas9 Systems auf den HIV
Provirus untersucht. Hierfiir wurden HEK293T in 12-well Zellkulturschalen ausgesat (2.2.2)
und mit pLAL2 in Kombination mit einer/beiden der oben identifizierten all-in-one
Konstrukten oder mit dem all-in-one Luc Konstrukt transfiziert (2.2.4; je 500 ng von jedem
Plasmid). 72 h nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet (2.2.2), es wurde gDNA
isoliert (2.3.11) und ein T7 Assay wurde durchgefuhrt (2.3.10), um nachzuweisen, ob
CRISPR/Cas9 zu Mutationen im HIV Provirus gefiihrt hat. Welche Art von Mutationen
aufgetreten sind, wurde im Anschluss mittels einer MiSeq Sequenzierung (2.3.15) analysiert.
Die Abbildung 37A zeigt die Ergebnisse des T7 Assays. Bei diesem Assay werden die
Bereiche der DNA, welche von CRISPR/Cas9 mutiert wurden mittels PCR amplifiziert. Im
Anschluss werden die PCR Produkte denaturiert und es wird ihnen erméglicht sich wieder
zu hybridisieren. Bei dem Hybridisierungsschritt konnen sich nun Wildtyp Einzelstrénge auch
mit mutierten Einzelstrdngen zusammenlagern, es entstehen Heterodimere. Durch einen
Verdau der PCR Produkte mit der T7 Endonuklease, welche nur Heterodimere schneidet,
ergeben sich flr mutierte Bereiche, die Heterodimere gebildet haben, Verdauprodukte.
Diese Verdauprodukte sind in Form von Banden auf einem Agarosegel sichtbar gemacht
worden. DNA Abschnitte, welche nicht durch CRISPR/Cas9 mutiert wurden, bilden nach
dem Denaturierungs/Hybridisierungsschritt nur Homodimere und es kommt zu keinem T7
Verdau. Bei HEK293T Kulturen (Abbildung 37A), die entweder mit pLAL.2 (LAI) oder mit
pLAL2 und dem Luc all-in-one Konstrukt (LAl+Luc) transfiziert wurden, ist lediglich die
Bande des PCR Produkts (1000 bp), aber keine Verdauprodukte, zu sehen. HEK293T
Kulturen, die mit pLAIL.2 und einem oder beiden all-in-one Konstrukten transfiziert wurden,
zeigen hingegen neben der Bande fir das PCR Produkte, Banden, die aus dem Verdau mit
der T7 Endonuklease hervorgegangen sind (Pfeile). Somit konnte gezeigt werden, dass
CRISPR/Cas9 verschiedene Mutationen innerhalb des HIV Provirus hervorruft.

Abbildung 37B bestétigt, dass CRISPR/Cas9 Mutationen im HIV Provirus hervorgerufen hat
und zeigt zudem, welche Mutationen entstanden sind. Im Vergleich zu den LAl Wildtyp
Sequenzen, zeigen sich keine Mutationen, wenn die Zellen mit dem Luc all-in-one Konstrukt
transfiziert wurden. Wurden HEK293T Kulturen mit einer der beiden gRNAs transfiziert sind
unterschiedliche Mutationen aufgetreten. In beiden Fallen kdnnen kurze Deletionen
beobachtet werden, aber auch Insertionen bzw. Punktmutationen sind aufgetreten. In
Kulturen, die beide gRNAs exprimieren, lassen sich ausschlief3lich weitlaufige Deletionen,
die den gesamten Bereich zwischen den beiden gRNA Bindestellen einschlief3en,
detektieren. Da beide gRNAs an fir die HIV Expression wichtige LTR Sequenzen binden,

erklaren diese Mutationen die starken Effekte auf die HIV Expression aus Abbildung 36C.
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B
gRNA1 gRNAS5
-162 -134 -26 +1

Wt GCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTACAA Wt TAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTACTGGGT

Luc GCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTACAA Luc TAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTACTGGGT
GCCCGAG--CTGCATCCGGAGTACTACAA TAAGCAGCTGCTTTTTGCC---ACTGGGT
GCCCGAG—----ACATCCGGAGTACTACAA TAAGCAGTCGCTTTTTGCC————— TGGGT
GCCCGAG—————— ATCCGGAGTACTACAA TAAGCAGCTGCTTTTTG————— ACTGGGT
GCCCGAG———————~— CCGGAGTACTACAA TAAGCAGCTGCTTTT-——--—-—-——--— TGGGT
GCCCGAGAAGCTGCATCCGGAGTACTACAA TAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTTACTGGGT
GCCCGAGTAGCTGCATCCGGAGTACTACAA TAAGCAGCTGCTTTTTTGCTGGAACGGGTT
GCCCGAGAGCAGCTGCATCCGGAGTACTACAA TAAGCAGCTGCTTTTTGCCTATACTGGGT

gRNA 1+5

-162 -129/-31 +1
Wt GCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTACAAAGACT/ACATATAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTACTGGGT
Luc GCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTACAAAGACT/ACATATAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTACTGGGT
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Abbildung 37: Analyse der durch CRISPR/Cas9 hervorgerufenen Provirusmutationen
in HEK293T Kulturen. HEK293T Kulturen wurden mit pLAI.2 und einem bzw. beiden all-in-
one Konstrukten aus Abbildung 36C (gRNAL, 5) transfiziert. Als Negativkontrolle wurden
Zellen mit pLAI.2 und dem Luc all-in-one Konstrukt transfiziert. (A) Ergebnisse aus einem
T7 Assay zeigen, dass nur Kulturen, die mit pLAI.2 und den gRNA Konstrukten transfiziert
wurden, Verdauprodukte und somit Mutationen im HIV Provirus zeigen (Pfeile). (B) MiSeq
Ergebnisse zeigen die verschiedenen Mutationen, die durch CRISPR/Cas9 im HIV Provirus
hervorgerufen wurden.
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3.4.2.4 Effekte auf HIV-1 Expression in HNSC.LatGFP1.2 Kulturen nach der Transduktion
mit AAVOP1 CRISPR/Cas9

Die im Abschnitt 3.4.2.3 identifizierten CRISPR/Cas9 Konstrukte

pSSV9_shortCMV_Cas9 7SKgRNAL und pSSV9_shortCMV_Cas9 7SKgRNA5 wurden im

Anschluss benutzt um AAV9P1 Vektoren herzustellen (2.2.6). Die entstandenen Vektoren

enthalten kodierende Sequenzen fir Cas9 und die entsprechende gRNA, welche unter der
Kontrolle des 7SK Promotors exprimiert wird. Im weiteren Verlauf der Arbeit werden die
Vektoren als AAVIP1_gRNAL oder AAVIP1 _gRNAS bezeichnet.

Um zu testen, ob eine durch AAV9IP1 vermittelte Transduktion von CRISPR/Cas9 zu einer
Inhibierung der HIV Expression fihrt, wurden HNSC.LatGFP1.2 Zellen (2.1.7) in 48-well
Zellkulturschalen zu Astrozyten-angereicherten Kulturen differenziert (2.2.3). Nach der
Differenzierung wurden die Zellen mit AAVOP1_gRNA1, AAVI9P1_gRNAS oder einer 1:1
Mischung aus beiden Vektoren transduziert. Als Negativkontrolle wurden Zellen mit dem
AAVIOP1_Luc Vektor transduziert (2.2.5). Alle Transduktionen wurden mit einer MOI von
1*10° durchgefiihrt. 96 h nach der Transduktion wurden die Zellen mit TNF-a behandelt
(2.1.7), um eine Reaktivierung der latenten HIV Proviren zu ermdglichen. 30 h nach der
Reaktivierung wurden die Zellen geerntet (2.2.3). Um eine Reaktivierung der latenten
Proviren auf mRNA Level zu detektieren, wurden HIV-1 mRNAs mittels gPCR quantifiziert
(2.3.12, 2.3.13, 2.3.14). Hierfur wurden Primer verwendet die alle viralen mRNA Spezies
detektieren und im nef Gen lokalisiert sind (2.1.3). AuBerdem wurde die Reaktivierung auf
Proteinebene mittels Durchflusszytometrie (2.2.12) analysiert, wodurch die Expression von

GFP untersucht werden konnte.
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Abbildung 38: Inhibierung der HIV-Expression durch AAV9P1-vermittelte
CRISPR/Cas9 Expression. Differenzierte HNSC.LatGFP1.2 Kulturen wurden entweder mit
AAVOP1 Luc, AAVI9P1 gRNA1l, AAV9P1 gRNA5 oder einer 1:1 Mischung aus beiden
gRNA Vektoren transduziert (MOI 1*10°). 96 h nach der Transduktion wurden die Zellen mit
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TNF-a fir 30 h behandelt (10 ng/ml). Im Anschluss wurden die Zellen geerntet und (A) far
eine RT-gPCR verwendet, um die Mengen an HIV Transkripten zu bestimmen und (B)
mittels Durchflusszytometrie auf die Expression des GFP Reporters untersucht. Sowohl auf
MRNA- als auch auf Proteinebene kann eine signifikante Reduktion der HIV Expression
beobachtet werden, wenn die Zellen vor der TNF-a Behandlung mit AAV9P1_gRNA1,
AAVIP1 gRNAS5 oder beiden Vektoren transduziert wurden. Daten aus der RT-gPCR
wurden mithilfe der 2*2“? Methode analysiert und sowohl auf Pol II, als auch auf nicht
behandelte, nicht transduzierte HNSC.LatGFP1.2 Zellen bezogen. *p < 0,05; *** < 0,001.

Abbildung 38A zeigt die Ergebnisse der RT-gPCR. Da alle Werte auf unbehandelte und
nicht transduzierte HNSC.LatGFP1.2 Zellen bezogen wurden, zeigt der erste Balken, dass
die Behandlung der Zellen mit TNF-a zu einem Anstieg der HIV Transkripte um das 100,9 +
11,3-fache gefiihrt hat. Auch bei Transduktion mit AAV9P1 Luc konnte ein Anstieg an HIV
Transkripten (2. Balken) durch die TNF-a Behandlung beobachtet werden. Sowohl die
Transduktion von HNSC.LatGFP1.2 Kulturen mit AAV9P1 gRNAl1l als auch mit
AAVIP1 gRNAS filhrt zu einer signifikanten Abnahme der HIV Transkripte, was zeigt, dass
beide gRNAs in der Lage sind die Reaktivierung von latenten HIV Proviren zu verhindern.
Die Kombination beider gRNAs, die zu unterschiedlichen Mutationen fiihren sollte, zeigt
keine starkere Reduktion der HIV Transkripte im Vergleich zu den einzelnen gRNAs.

Um die Effekte von AAVIP1 gRNA1 und AAV9P1 gRNAS5 auf die Reaktivierung weiter zu
untersuchen, wurde die Expression des GFP Reporters, der im Provirus der
HNSC.LatGFP1.2 Zellen vorhanden ist, untersucht (Abbildung 38B). Nach der Behandlung
mit TNF-a zeigen die nicht transduzierten Zellen 12,4 £ 2,1% GFP positive Zellen. Kulturen
die mit AAVI9P1 Luc transduziert wurden zeigen 10,7 £ 0,4% GFP positive Zellen, was
keinen signifikanten Unterschied zu nicht transduzierten Zellen darstellt. Kulturen, die mit
AAVIP1 gRNA1l oder AAV9P1 gRNA5 transduziert wurden, zeigen eine signifikante
Reduktion an GFP exprimierenden Zellen auf 1,8 + 0,9% bzw. 3,5 + 1,3%. Auch auf
Proteinebene zeigt die Kombination von beiden gRNAs keinen starkeren Effekt als die
einzelnen gRNAs (2,3 £ 1,0% GFP positive Zellen).

3.4.2.5 Effekte auf HIV-1 Proviren in HNSC.LatGFP1.2 Kulturen nach der Transduktion mit
AAVIP1 CRISPR/Cas9

Im Abschnitt 3.4.2.4 konnte gezeigt werden, dass die Transduktion von differenzierten

HNSC.LatGFP1.2 Kulturen mit AAV9P1_gRNA1l und/oder AAV9P1_gRNAS5 zu einer

Inhibierung der HIV Expression, sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene, fuhrt

(Abbildung 38). Um zu testen, ob dieser Effekt durch eine echte Inhibierung aufgrund der
durch CRISPR/Cas9 hervorgerufenen Mutationen entstanden ist oder ob diese Mutationen

zu einem Verlust an latent infizierten HNSC.LatGFP1.2 Zellen fuhrt, wurde das in Abschnitt
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3.4.2.4 beschriebene Experiment wiederholt. Nach der Zellernte wurde gDNA isoliert
(2.3.11) und eine Quantifizierung an HIV Proviren (2.3.14) durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 39 zusehen. Die Provirusmengen in nicht-transduzierten und nicht mit TNF-a
behandelten diff. HNSC.LatGFP1.2 Kulturen (1. Balken) wurden hierbei als 100% gesetzt
und die restlichen Werte beziehen sich auf die Provirusanzahl dieser Kultur. Differenzierte
HNSC.LatGFP1.2 Kulturen, die nicht transduziert wurden, aber mit TNF-a behandelt wurden
zeigen keinen Unterschied in der Provirusanzahl und belegen, dass die TNF-a Behandlung
keinen Einfluss auf die Provirusanzahl hat. Auch Kulturen die mit AAV9P1_gRNA1 und/oder
AAVIP1_gRNAS transduziert und im Anschluss aktiviert wurden, zeigen keinen signifikanten
Unterschied in der Provirusanzahl im Vergleich zu den nicht transduzierten, unbehandelten
HNSC.LatGFP1.2 Kulturen. Somit konnte gezeigt werden, dass die Effekte auf die HIV
Expression in Abbildung 38 nicht durch den Verlust an latent infizierten HNSC.LatGFP1.2
Zellen bedingt sind.
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Abbildung 39: Provirus-Quantifizierung in HNSC.LatGFP1.2 Kulturen. Differenzierte
HNSC.LatGFP1.2 Kulturen wurden mit AAV9P1_gRNA1l und/oder AAV9P1_gRNA5
transduziert und im Anschluss mit TNF-a behandelt. Nach der Provirus Quantifizierung in
allen Kulturen, wurde die Menge an Proviren in nicht transduzierten und unbehandelten
Kulturen (1. Balken) als 100% angesehen und die restlichen Werte darauf bezogen. Fur die
transduzierten Kulturen konnte kein signifikanter Unterschied in der Provirusanzahl
festgestellt werden. n.s. = nicht signifikant.

Da die Transduktion von diff. HNSC.LatGFP1.2 Kulturen mit AAVOP1_gRNA1 und/oder
AAVIP1_gRNAS5 zu einer Reduktion der HIV Expression fuhrt, diese sich aber nicht mit dem
Verlust von latent infizierten Zellen erklaren lasst, wurde im Folgenden untersucht, welche
Mutationen CRISPR/Cas9 in den integrierten HIV Proviren hervorruft. Dafir wurden
HNSC.LatGFP1.2 Zellen in 12-well Zellkulturschalen differenziert (2.2.3) und im Anschluss
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mit AAVIP1 gRNAL und/oder AAVIP1 gRNAS5 transduziert. Als Negativkontrolle wurden
Zellen mit AAV9P1 gRNALuc transduziert. Alle Transduktionen (2.2.5) wurden mit einer
MOI von 1*10° durchgefiihrt. 96 h nach der Transduktion wurden die Zellen mit TNF-a
reaktiviert (2.2.3), weitere 30 h spater wurden die Zellen geerntet (2.2.3), gDNA wurde
isoliert (2.3.11) und ein T7 Assay (2.3.10) wurde durchgefihrt.

Der in Abbildung 40A dargestellt T7 Assay zeigt, dass sowohl bei unbehandelten Kulturen,
als auch bei Kulturen, die mit AAV9P1_gRNALuc transduziert und im Anschluss aktiviert
wurden, lediglich die zu erwartende PCR Bande (1000 bp) zu sehen ist. Es gibt keine
Verdauprodukte, was zeigt, dass in diesen Kulturen keine durch CRISPR/Cas9
hervorgerufenen Mutationen vorhanden sind. Im Gegensatz dazu zeigen Kulturen, die mit
AAVI9P1_gRNA1l und/oder AAV9P1_gRNAS5 transduziert und danach aktiviert wurden,
Verdauprodukte unterhalb der PCR Bande (Pfeile). Der T7 Assay belegt damit, dass der HIV
Provirus in diff. HNSC.LatGFP1.2 Kulturen durch CRISPR/Cas9 mutiert wurde.
Erneut wurde mittels MiSeq Sequenzierung (2.3.15) ermittelt, welche Mutationen aufgetreten
sind. Abbildung 40B zeigt, dass die Transduktion von diff. HNSC.LatGFP1.2 Kulturen durch
AAVIP1 gRNA1 oder AAVOP1 gRNAS zu ahnlichen Mutationen fuhrt wie in Abbildung 37B,
es lassen sich in beiden Féllen sowohl kleine Deletionen als auch Insertionen bzw.
Punktmutationen nachweisen. Sobald Zellen mit beiden AAV Vektoren transduziert wurden,
lassen sich erneut komplette Deletionen zwischen den beiden gRNA Bindestellen
nachweisen. Diese Deletionen umspannen wichtige Transkriptionsfaktorbindestellen und
reichen bis zum Transkriptionsstartpunkt (Abbildung 32) und erklaren die Effekte auf die HIV
Expression aus Abbildung 38.
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B
agRNA1 gRNAS
-162 -134 -26 +1
Wt GCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTACAA Wt TAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTACTGGGT
Luc GCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTACAA Luc TAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTACTGGGT
GCCCGAG--CTGCATCCGGAGTACTACAA TAAGCAGCTGCTTTTTGCCTG---TGGGT
GCCCTAGA--TGCATCCGGAGTACTACAA TAAGCAGTCGCTTTTTGCT--TACTGGGT
GCCCGAGG--TGCATCCGGAGTACTACAA TAAGCAGCTGCTTTTTGCC--TACTGGGT
GCCCG——————————— CGGAGTACTACAA TAAG-———————————————— TACTGGGT
GCCCTATAGCTGCATCCGGAGTACTACAA TAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTCCGGGGT
GCCCGGGGGCTGCATCCGGAGTACTACAA TAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTTACTGGGT
GCCCGAGGGGTTGCATCCGGAGTACTACAA TAAGCACCTGCTTTTTGCCCTGTCATGGGT
aRNA 1+5
-162 -129/-31 +1

Wt GCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTACAAAGACT/ACATATAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTACTGGGT
Luc GCCCGAGAGCTGCATCCGGAGTACTACAAAGACT /ACATATAAGCAGCTGCTTTTTGCCTGTACTGGGT

GGCCGAGA-————————————————————————— e et CTGGGT
GCCCBAGA-————————————————————————— e CTGGGT
GCCCGAGA-————————————————————————— e et CTGGGT
GCCCBAGA--———-———————————————————- e CTGGGT
GCCCBAGA-———==—=—==—=—==—————— === fmmmmmm e CTGGGT
GCCCBAGA--———-———————————————————— e CTGGGT
GCCCGAGA--————=———————————————————— fmmmmmm e CTGGGT

Abbildung 40: Analyse der durch CRISPR/Cas9 hervorgerufenen Provirusmutationen
in HNSC.LatGFP1.2 Kulturen. Differenzierte HNSC.LatGFP1.2 Kulturen wurden mit
AAVI9P1_gRNA1l und/oder AAV9P1_gRNAS5 transduziert und im Anschluss mit TNF-a
aktiviert. (A) Ein T7 Assay zeigt, dass lediglich durch AAV9P1 gRNA1l und/oder
AAVIP1 gRNA5 transduzierte Zellen Verdauprodukte durch die T7 Endonuklease
aufweisen (Pfeile) und somit mutierte HIV Proviren enthalten. (B) Mit Hilfe einer MiSeq
Sequenzierung wurden die Mutationsarten in transduzierten Zellen auf DNA Ebene
nachgewiesen.
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4 Diskussion

4.1 Identifizierung von AAV9P1 fur die Transduktion von Astrozyten und
neuralen Progenitorzellen

AAVs eignen sich sehr gut als virale Vektoren, da sie nicht pathogen sind und es zu keiner
Integration des Transgens in das Wirtsgenom kommt. Zudem erlaubt die hohe Anzahl an
verschiedenen Serotypen eine gewebespezifische Transduktion. Neben dem Einsatz von
AAVs in der Grundlagenforschung, konnen sie auch fir gentherapeutische Ansétze
verwendet werden [96].

Momentan sind 12 verschiedene humane AAV Serotypen bekannt, die von AAV1 bis AAV12
durchnummeriert sind. Der am besten untersuchteste AAV Serotyp ist AAV2. Tabelle 22
zeigt eine Auflistung verschiedener Eigenschaften der AAV Serotypen 1-9. Da AAV10-12
wenig untersucht sind, wurden sie in der Tabelle nicht mit aufgefihrt. In der 2. Spalte von
Tabelle 22 ist die Ubereinstimmung der Aminosduresequenz der verschiedenen AAVs im
Vergleich zu AAV2 aufgelistet. Die Unterschiede in der Aminosauresequenz sind hierbei vor
allem in Kasidproteinbereichen zu finden, die auf der Oberflache der Viruspartikel zu finden
sind und somit einen direkten Einfluss auf den Zell-/Gewebetropismus eines AAVs haben
[169].

Tabelle 22: Vergleich von verschiedenen Parametern der AAV Serotypen 1-9. AAV10-12
sind nicht detailliert charakterisiert und wurden deswegen nicht in die Tabelle aufgenommen
[169].

Sequenzidentitat Einsatz in Pra- _
_ o _ Primarrezeptor | Sekundarrezeptor
im Vgl. zu AAV2 | klinischen Studien
Herz, ZNS, N-glykosylierte
AAV1 83% o -
Muskulatur Sialinsaure
FGFR1; HGFR,
AAV2 100% ZNS, Auge HSPG Integrine, CD9,
LamR
FGFR1, HGFR,
AAV3 87% - HPSG
LamR
O-glykosylierte
AAV4 61% Auge g.y. Y -
Sialinsaure
N-glykosylierte
AAV5 58% ZNS o PDGFR
Sialinsaure
Muskulatur, Herz, N-glykosylierte
AAV6 83% o EGFR
ZNS Sialinsaure;
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HPSG
AAV7 82% - - -
AAV8 83% Auge, ZNS - LamR
ZNS, Herz, N-glykosylierte
AAV9 82% LamR
Muskulatur Galaktose

In préklinischen Studien, in denen AAVs zur Behandlung von Krankheiten des ZNS in Tieren
benutzt wurden, kamen vor allem AAV2, AAV5, AAV6, AAV8 und AAV9 zum Einsatz. Der
einzige Serotyp, der hierbei in der Lage war die Blut-Hirn-Schranke zu Uberwinden und
somit intravents verabreicht werden konnte, war AAV9 [169-173]. In einer Studie, die das
Vorhandensein von neutralisierenden Antikérpern in 226 Menschen untersuchte, wurde
zudem festgestellt, dass alle Studienteilnehmer zum Teil sehr hohe Mengen an Antikdrpern
gegen verschiedene AAV Serotypen aufwiesen, was zu Problemen bei gentherapeutischen
Ansatzen fuhren kann [174]. Obwohl es also eine Vielzahl an natlrlichen AAV Serotypen
gibt, ist es dennoch wichtig neue Varianten mit verbesserten Eigenschaften zu generieren.
Um einen geeigneten synthetischen AAV-Vektor zu identifizieren, der in der Lage ist
Astrozyten und neurale Progenitorzellen zu transduzieren, wurden sowohl proliferierende als
auch differenzierte HNSC.100 Zellen mit insgesamt 5 Wildtyp AAVs und 30 durch Peptide-
Display modifizierten AAVs transduziert (3.1.1). Der Einbau kurzer Aminosauremotive hatte
hierbei unterschiedliche Effekte auf die Transduktionsrate, welche anhand der Insertion von
P1 diskutiert werden (Abbildung 16). Bei proliferierenden HNSC.100 Zellen fuhrt die
Insertion von P1 in Wildtyp Kapside in drei Fallen zu einer Verbesserung der
Transduktionseffizienz im Vergleich zum Wildtyp (AAV1P1, AAV8P1, AAVIP1) und in zwei
Fallen zu einer Verschlechterung (AAV2P1, AAV6P1). Auch bei den differenzierten
HNSC.100 Zellen resultiert die Integration von P1 in unterschiedlichen Effekten auf die
Transduktionsrate. Wahrend AAV1P1, AAV2P1, AAV8P1 und AAV9P1 eine erhohte
Transduktion zeigen, verschlechtert sich die Transduktion bei AAV6P1 im Vergleich zum
Wildtyp AAV6. Ahnliche Ergebnisse konnen auch bei der Insertion von weiteren Peptiden in
unterschiedliche AAV Kapside beobachtet werden. Es zeigt sich also, dass nicht die
alleinige Insertion eines Peptides die Transduktionsrate bestimmt, sondern, dass das

Zusammenspiel von Kapsid und Peptid entscheidend ist.

Sowohl bei differenzierten als auch bei proliferierenden Zellen zeigen AAV1P1 als auch
AAVIP1 die starksten Transduktionsraten (Abbildung 16). Im weiteren Verlauf der Arbeit
wurde mit AAVIP1 gearbeitet, da zum einen die Transduktionseffizienz etwas besser war
als bei AAV1P1 und zum anderen da der AAV9P1 zugrundeliegende AAV9 Serotyp
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Eigenschaften aufweist, die nitzlich fur die Transduktion von ZNS Zellen sind. So ist AAV9
wie bereits beschrieben in der Lage die Blut-Hirn Schranke zu tberwinden [175,176]. Zudem
wurden fur AAV9 im Vergleich zu AAV1 weniger neutralisierende Antikérper in Probanden
gefunden, was den Einsatz von AAV9 als gentherapeutischen Vektor beglinstigt [174]. Es
gibt bereits eine erste klinische Studie der Phase |, die die Vertraglichkeit und die
Auswirkungen von intravendsen AAV9 Injektionen im Menschen untersucht. In dieser Studie
werden Kinder bis zu einem Alter von 6 Monaten, die unter Spinaler Muskelatrophie leiden,
mit einem AAV9 Vektor behandelt, der fur das SMN1-Gen kodiert. Dieses Gen ist bei der
Spinalen Muskelatrophie aufgrund einer Mutation defekt. Als Folge kommt es zu einem
Verlust an Motoneuronen, was letztendlich zu Muskelschwund fiihrt. In dieser Studie wird
AAV9 benutzt, um Neuronen Zu transduzieren ([273];
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02122952, 10.04.2017). Foust et al., 2009 konnten
zeigen, dass AAV9 nach der Injektion in die Schwanzvene von Mausen in neonatalen
Mausen Neuronen und in adulten Mausen Astrozyten bevorzugt transduziert [177]. Auch
andere Studien zeigen, dass AAV9 sowohl Neuronen und als auch Astrozyten transduziert
[176,178-180]. Insgesamt ist ein auf AAV9-basierender Vektor, der effizient Astrozyten
transduziert ein vielversprechender Ansatz nicht nur fir Grundlagenforschung, sondern auch

fur in vivo Applikationen.

4.2 Transduktionseigenschaften von AAV9P1
4.2.1 Analyse der Zellspezifitat von AAVIP1

Ein zellspezifischer Vektor ist sowohl in der Grundlagenforschung als auch in in vivo
Experimenten von Vorteil, da er in der Lage ist ein Transgen auch in gemischten
Zellpopulationen nur im gewilnschten Zelltyp zur Expression zu bringen. Vor allem bei
gentherapeutischen Anséatzen sollte der verwendete Vektor einen hohen Zell-/
Gewebetropismus aufweisen, um zu verhindern, dass es zu negativen Nebeneffekten in
gesunden Zellpopulationen kommt [110].

AAVIOP1 wurde fiur die Transduktion von neuralen Progenitorzellen und Astrozyten
identifiziert (3.1.1). Um zu Uberprufen, ob der Vektor auch andere Zelllinien des ZNS als die
zuvor getesteten HNSC.100 Kulturen transduziert, wurden verschiedene Zelllinien mit der
gleichen Vektormenge transduziert. Da AAV9P1l eine Expressionskassette fir das
Reporterprotein EYFP unter der Kontrolle des ubiquitdren CMV Promoters enthalt, konnte
nach der Transduktion der Anteil an EYFP-positiven und somit der erfolgreich transduzierten
Zellen ermittelt werden. AAV9P1 transduziert sowohl neurale Progenitorzellen als auch
verschiedene Astrozytomzelllinien. Es konnte jedoch nur eine sehr schwache Transduktion

von neuronalen Zellen und Mikrogliazellen beobachtet werden (Abbildung 19). Diese
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Beobachtung konnte auch bei der Verwendung von hiPSC-abgeleiteten ZNS-Zellen
gemacht werden, die mit AAVIP1 transduziert wurden (Abbildung 21). Selbst in gemischten
Zellpopulationen (=Organoide) transduzierte AAV9P1 bevorzugt Astrozyten im Vergleich zu
Neuronen (Abbildung 23).

Der Zelltropismus eines Virus ist durch die virale Oberflache, im Fall von AAVs durch die
Kapsidproteine, bedingt. AAV9 benutzt als Rezeptor fur die Transduktion von Zellen
terminale, N-glykosylierte Galaktosereste von zellularen Oberflachenproteinen [181]. Das
AAV9 Kapsid enthalt als Bindestelle fur Galaktose eine aus finf Aminosauren bestehende
Tasche [182]. Als weiteren zellularen Rezeptor fur die Transduktion von Zellen durch AAV9
wurde der 37/67 kDa-Laminin Rezeptor identifiziert [183]. Aul3erdem enthalt AAVIP1 im
Vergleich zu AAV9 ein zusatzliches Integrinbindemotiv (=RGD) in der Aminoséduresequenz
des Kapsidproteins (Abbildung 17). Alle drei Oberflachenstrukturen (N-glykosylierte
Galaktosereste, Laminin-Rezeptor, Integrine) sind sowohl auf der Zelloberflache von
Neuronen als auch auf Astrozyten zu finden und erflillen dort verschiedene Funktionen
[184-188]. Die erhohte Zellspezifitit von AAV9P1 fir Astrozyten lasst sich daher

wabhrscheinlich eher durch ein Zusammenspiel der drei Strukturen erklaren.

Fur gentherapeutische Ansatze sollte ein Vektor zur Behandlung von ZNS Krankheiten am
besten intravenos verabreichbar sein, da somit eine komplizierte und risikobehaftete direkte
Applikation ins ZNS des Patienten vermieden werden kann. Bei der intravenfdsen
Verabreichung eines AAV Vektors ist es von grofRer Bedeutung, dass der Vektor nur den
gewiinschten Zelltyp transduziert. Um zu Uberprifen welche Zelltypen AAV9P1 aulRerhalb
des ZNS transduziert, wurden verschiedene Zelllinien aus verschiedenen Geweben mit dem
Vektor transduziert (Abbildung 24). Erneut konnte bestatigt werden, dass AAV9P1 in der
Lage ist neuronale Progenitorzellen und astrozytare Zellen zu transduzieren. AAV9P1 war
nicht in der Lage eine T-Zelllinie zu transduzieren und zeigt eine schwache Transduktion in
HEK293T (17,9 = 5,7%) und HelLa (15,3 = 8,1%) Zellen. Eine deutliche Transduktion durch
AAV9IP1 war in der Hepatozyten Zelllinie Huh7 (83,4 = 15,1%) zu beobachten und auch
HepG2 Zellen (38,6 £ 6,7%) wurden von AAV9P1 transduziert. Auch der AAV9 Serotyp zeigt
bei intraventser Verabreichung in Mausen eine starke Transduktion von Lebergewebe [189].

Insgesamt scheint das Kapsid von AAV9P1 nicht spezifisch fur ZNS Zellen zu sein.

4.2.2 Strategien zur Erhdhung der Zellspezifitat

Eine Moglichkeit die Transgenexpression auf ein bestimmtes Gewebe zu begrenzen, ist der
Einsatz von gewebespezifischen Promotoren fir die Transkription des Transgens. In dieser
Arbeit wurde zum einem der verkirzte Nestin Promotor Nes714 (3.2.2.1) und zum anderen
der verklrzte GFAP Promotor gfaABC,D (3.2.2.2) verwendet.
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Das Nes714 Promotorkonstrukt besteht aus einem 107 bp langen HSV tk Promotor und
einem 714 bp langen Abschnitt aus dem 2. Intron des humanen Nestingens (Abbildung
25A). Es wurde beschrieben, dass transgene Mause, die LacZ unter der Kontrolle des
Nes714 Konstrukts exprimieren, eine LacZ Expression zeigen, die der endogenen
Nestinexpression im ZNS gleich ist. Vor allem in neuralen Progenitorzellen und in frihen
Zellen der Neuralleiste wurde lacZ Expression detektiert. Nur ein geringer Anteil an
transgenen Tieren (7 aus 48 Tieren) zeigte LacZ Expression auf3erhalb des ZNS. Allerdings
wurde nicht genauer untersucht in welchen Geweben LacZ Expression auftrat [138]. Auch in
in vitro kultivierten Astrozyten- und Progenitorkulturen, welche aus adulten Nes714/lacZ
transgenen Mausen isoliert wurden, war eine LacZ Expression detektierbar [190]. Es konnte
gezeigt werden, dass das Nes714 Enhancerelement verschiedene Bindestellen fur zellulare
Transkriptionsfaktoren enthélt, die eine Progenitor-spezifische Expression vermitteln. Zu
diesen Transkriptionsfaktoren gehéren Mitglieder der POU-Proteinfamilie, die vor allem an
der Entwicklung des ZNS beteiligt sind [191]. Die Ergebnisse aus Abbildung 25B zeigen,
dass alle mit pLVTHM_Nes714 transfizierten Zelllinien, die aus verschiedenen Geweben
stammen, GFP exprimieren und somit ein aktives Nes714 Promotorkonstrukt aufweisen. Es
konnte also gezeigt werden, dass das Nes714 Konstrukt Kkeine spezifische
Transgenexpression in ZNS Zellen hervorruft. Dies kdnnte daran liegen, dass der 107 bp
lange HSV tk Promotor auch ohne ein vorgeschaltenes Enhancerelement aktiv ist und somit
die Transkription vermittelt oder dass das Nes714 Intronfragment keine ausreichende
Spezifitat gewahrleistet.

Der zweite Promotor, der in dieser Arbeit getestet wurde, war der gfaABC,;D Promotor. Der
gfaABC,D Promotor ist eine auf 681 bp verkirzte Version des humanen GFAP Promotors.
Es konnte gezeigt werden, dass gfaABC;D-nLacZ transgene Mause eine ZNS-weite
Astrozyten-spezifische LacZ Expression aufwiesen, wahrend nur in vereinzelten Tieren eine
leichte LacZ Expression in Neuronen beobachtet werden konnte [137]. Der gfaABC,;D
Promotor wurde bereits in Kombination mit AAV5 zur Transduktion von Mausen benutzt.
Auch hierbei konnte eine Astrozyten-spezifische Transgenexpression beobachtet werden. In
den Studien wurde der AAV5 Vektor entweder in den Cortex oder den Hippocampus der
Tiere injiziert, wodurch keine Daten zum Expressionsverhalten von gfaABC;D in Zellen
aufRerhalb des ZNS existieren [192—-194]. In Abbildung 26B sind verschiedene Zelllinien zu
sehen die entweder mit pLVTHM (EF1-a Promotor) oder mit pLVTHM_gfaABC;D transfiziert
wurden. Alle transfizierten Zelltypen, in denen die GFP Transkription unter der Kontrolle des
ubiquitaren EF1-a Promotors steht, weisen GFP positive Zellen auf. Nach der Transfektion
mit pLVTHM_gfaABC;D exprimieren nur proliferierende HNSC.100 Zellen GFP. Als
nachstes wurde der Vektor AAV9P1 gfaABC;D-EYFP erzeugt, der fur ein unter der
Kontrolle des gfaABC;D Promotor stehendes EYFP kodiert. Verschiedene Zelltypen wurden
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mit der jeweils gleichen Vektormenge transduziert (Abbildung 27) und auf die Expression
von EYFP untersucht. Weder in Jurkat, HEK293T oder HelLa noch in primdren PBMCs
konnte eine EYFP Expression nachgewiesen werden. Auch in Leberzelllinien (Huh?7,
HepG2) konnte keine EYFP Expression beobachtet werden. Obwohl zuvor gezeigt wurde,
dass AAVIP1 Leberzelllinien transduziert (Abbildung 24). Dennoch fuhrte die Kombination
aus AAV9P1 und dem gfaABC;D Promotor zu keiner EYFP Expression in Leberzelllinien.

Im Vergleich zur AAVOP1 Transduktion, bei der ein CMV Promotor die EYFP Transkription
steuert, zeigen proliferierende HNSC.100 Kulturen nach der Transduktion mit
AAVIP1_gfaABC;D-EYFP einen geringeren Anteil an EYFP-positiven Zellen. Differenzierte
HNSC.100 und TH4-7-5 Kulturen weisen immer noch einen hohen Anteil an EYFP-positiven
Zellen auf (61,7 £ 0,1% bzw. 50,3 £ 11,1%), der aber im Vergleich zu AAV9P1
Transduktionen niedriger ist (76,2 + 15,6% bzw. 92,3 + 11,7%). U-251 MG und U-87 MG
Kulturen zeigen keine EYFP-positiven Zellen. Da in Abbildung 19 gezeigt werden konnte,
dass die beiden Zelllinien durch AAV9P1 transduzierbar sind, begrindet sich die
Abwesenheit von EYFP-positiven Zellen durch den Einsatz des gfaABC;D Promotors.

Die unterschiedlich starke Expression des EYFP Transgens in astrozytaren Zelllinien, kann
mit der verschieden starken Expression des endogenen GFAP in den einzelnen Zelllinien
zusammenhangen. Astrozyten sind eine heterogene Zellpopulation, die abhangig vom
Entwicklungsstadium, der Funktion oder des Aktivierungsstadiums unterschiedliche GFAP
Expressionsmuster aufweisen [195]. Auch in Proben von Gliompatienten wurden
unterschiedlich starke GFAP Expressionslevel gefunden [196].

Fur differenzierte HNSC.100 Zellen wurde bereits gezeigt, dass diese hohe Mengen an
GFAP exprimieren [166]. Auch die den TH4-7-5 zugrunde liegende Astrozytomzelllinie
85HG66 zeigt endogene GFAP Expression [155]. Diese deutlichen GFAP Expressionen
lassen darauf schlie3en, dass der endogene GFAP Promotor in diesen Zelllinine aktiv ist
und somit auch die fur die Aktivierung des gfaABC;D Promotor bendtigten
Transkriptionsfaktoren exprimiert werden. Fur U-251 MG und U-87 MG sind unterschiedliche
Daten zur GFAP Expression beschrieben. Restrepo et al., 2011 zeigen, dass U-251 MG
hohe GFAP mRNA Level exprimieren, wahrend in der gleichen Studie U-87 MG sehr
niedrige GFAP mRNA Mengen aufweisen. Der Unterschied in den mRNA Leveln wird in
dieser Studie durch die unterschiedlich starke Methylierung des GFAP Promotors erklart
[196]. Auch auf Proteinebene ist beschrieben, dass U-251 MG nachweisbare GFAP Level
aufweisen, wahrend in U-87 MG kein GFAP Protein nachgewiesen werden konnte [197]. Die
fehlende GFAP Expression in U-87 MG Zellen zeigt eine Erklarung auf warum auch der
gfaABC;D Promotor in dieser Zelllinie nicht aktiv ist. Warum der gfaABC;D Promotor in U-

251 MG Kulturen nicht aktiv ist, obwohl es der endogene GFAP Promotor nachweislich ist,
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kénnte unterschiedliche Griinde haben. So wurde gezeigt, dass einige Astrozytomzelllinien
durch langere Kultivierung GFAP Expression verlieren [198]. Ein anderer Grund kdnnte sein,
dass durch die Verkirzung des humanen 2,2 kb groRen GFAP Promotor auf den 681 bp
grol3en gfaABC;D Promotor wichtige Bindestellen fur die Promotoraktivierung in U-251 MG

Zellen verloren gegangen sind.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass der Einsatz von zellspezifischen Promotoren eine gute
Mdglichkeit ist die Expression eines AAV-vermittelten Transgens auf einen bestimmten
Zelltyp zu beschranken. Zuvor muss jedoch genau untersucht werden, ob ein Promotor die
erforderliche Zellspezifitat leisten kann. Im Fall des gfaABC;D Promotors muss zudem
berticksichtigt werden, ob im Bezug auf die gewlnschte Anwendung eine geringere
Transkriptionsstarke (im Vgl. zu einem CMV Promotor) und eine eventuelle Inaktivitat in
bestimmten Subpopulationen toleriert werden kann. Ein weiterer Punkt der bei dem Einsatz
von zellspezifischen Promotoren im AAV Kontext beachtet werden muss, ist die geringe
Verpackungskapazitat von AAVs (1.2.3). Promotoren missen demnach nicht nur spezifisch
sein, sondern sollten auch klein genug sein, um genugend Platz fir die restliche
Expressionskassette zu gewahrleisten. Eine Alternative zu zellspezifischen Promotoren
bietet das ,miRNA De-Targeting“, das eine Transgenexpression in ungewinschten Zellen
verhindert. Hierfir wird zuerst eine miRNA identifiziert, die ausschliellich in dem
ungewtunschten Zelltyp exprimiert wird. Als nachstes kloniert man in den 3° Bereich des AAV
Transgens eine zu dieser miRNA komplementdre Sequenz. Transduziert nun der AAV den
ungewinschten Zelltyp und das Transgen wird exprimiert, so bindet die endogene miRNA
an die komplementare Sequenz und es entsteht ein doppelstrangiges RNA Molekl, das von
der Zelle abgebaut wird [199,200]. Es sollte also immer abgewogen werden, welche
Strategie fUr eine zellspezifische Transgenexpression in einem bestimmten experimentellen

Ansatz eingesetzt wird.

4.2.3 Analyse der Langzeittransduktion von HNSC.100 Zellen durch AAV9P1

Ein viraler Vektor, der auch in in vivo Applikationen Anwendung finden soll, sollte in der Lage
sein eine langanhaltende Transgenexpression zu vermitteln, vor allem da es sich bei
Astrozyten um eine langlebige Zellpopulation handelt [62].

Um zu Uberprifen, ob AAVIP1 in der Lage ist eine Langzeit-Transgenexpression zu
vermitteln, wurden sowohl proliferierende als auch differenzierte HNSC.100 Zellen mit
AAVOP1 CMV-EYFP transduziert. Differenzierte HNSC.100 Kulturen wurden zuséatzlich mit
AAVOP1 gfaABC;D-EYFP transduziert. Sowohl die Zellzahl als auch die Transgenanzahl
und der Anteil an EYFP-positiven Zellen wurden in allen transduzierten Zellpopulationen

Uber einen Zeitraum von 49 Tagen beobachtet. Im Vergleich zu nicht transduzierten Zellen
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zeigen proliferierende HNSC.100 Kulturen nach der Transduktion keinen Unterschied
bezogen auf die Zellzahl. Beide Populationen teilen sich regelmafig und wurden ab Tag 7
nach der Transduktion zweimal wochentlich passagiert (Abbildung 29A). Bei der Anzahl an
EYFP Transgenen zeigt sich, dass an Tag 1 nach der Transduktion eine sehr hohe
Transgenanzahl detektiert wurde, welche im Verlauf des Experiments kontinuierlich mit jeder
Passage abnahm, bis ab Tag 24 keine Transgene mehr nachgewiesen werden konnten
(Abbildung 29B). Auch der Anteil an EYFP-positiven Zellen nimmt ab Tag 7 (= 1. Passage)
ab (Abbildung 29C). Die Abnahme der Transgenanzahl und der EYFP-exprimierenden
Zellen zeigt, dass das AAVIP1 vermittelte Transgen nicht in das Wirtsgenom integriert war,
da es in diesem Fall auch Gber mehrere Passagen hinweg erhalten geblieben ware. In
proliferierenden Zellen ist AAV9P1 also nicht in der Lage eine Langzeit-Transgenexpression
Zu vermitteln.

Bei differenzierten HNSC.100 Kulturen zeigt der Vergleich der Zellzahlen, dass die beiden
transduzierten Populationen im Vergleich zu nicht transduzierten Kulturen keinen
Unterschied aufweisen (Abbildung 30A). Eine Langzeit-Transgenexpression fihrt also zu
keinen toxischen Effekten in den transduzierten Kulturen. Ahnlich wie bei proliferierenden
HNSC.100 Populationen ist auch die Anzahl an EYFP Transgenen zu Beginn des
Experiments sehr hoch und nimmt dann im Verlauf der Beobachtungsphase stetig ab,
allerdings ist bei beiden differenzierten HNSC.100 Kulturen auch an Tag 49 nach der
Transduktion noch immer eine deutliche Transgenanzahl detektierbar (Abbildung 30B). Auf
Proteinebene erreichen die differenzierten Populationen erst 4 Tage nach der Transduktion
das Maximum an EYFP-positiven Zellen, dieser hohe Wert wird aber Uber die gesamte
Lange des Experiments beibehalten (Abbildung 30C). AA9P1 ist also in der Lage eine
Langzeit-Transgenexpression in Astrozyten zu etablieren.

Obwohl die Daten aus dem Langzeitexperiment der proliferierenden HNSC.100 Zellen
vermuten lassen, dass es nach einer AAVI9P1 Transduktion zu keiner Integration in das
Wirtsgenom kommt, sollte dieser Punkt in der Zukunft genauer untersucht werden.
Verschiedene Studien zeigen, dass AAV-vermittelte Transgene bevorzugt als Episome in
Zellen zu finden sind [105,201]. Allerdings gibt es auch eine zunehmende Anzahl an
Studien, die zeigt, dass es nach einer AAV Transduktion zur Integration des Transgens in
das Wirtsgenom kommen kann. Diese Integrationen treten im Vergleich zur Wildtyp AAV
Infektion (1.2.2) selten auf und sind willklrlich Gber das Genom verteilt. Zudem wurden die
meisten Integrationen in sich teilenden Zellpopulationen gefunden [202]. Es ist also wichtig
fur einen neu identifizierten AAV Vektor auch das Integrationsverhalten genau zu

untersuchen.
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4.3 Inhibierung der HIV Expression in persistent infizierten Astrozyten

Astrozyten stellen als latentes HIV Reservoir eine besondere Herausforderung dar. Da sie
durch die Blut-Hirn Schranke vom restlichen Korper isoliert sind, sind sie nur unzureichend
durch cART oder andere Medikamente erreichbar (1.1.4). Gleichzeitig ist die HIV Infektion
von Astrozyten ein beachtliches Gesundheitsrisiko fir Patienten, da Astrozyten eine Vielzahl
an lebenswichtigen Funktionen im ZNS erfillen und diese durch eine HIV Infektion
beeintrachtigt sind (1.1.5.1). Im Allgemeinen bietet der Einsatz von gentherapeutischen
Ansatzen zur Bekampfung von latenten HIV Reservoiren im Vergleich zu einer
medikamentdsen Behandlung, wie es die ,shock and kil Strategie vorschlagt, einige
Vorteile. Eine detaillierte Auflistung der Nachteile von ,shock and kill ist in der Einleitung im
Abschnitt 1.1.5.2 zu finden. Eine kirzlich verdffentlichte Studie von Gama et al., 2017 konnte
erstmals in vivo Daten liefern, die belegen, dass ein ,shock and kill* Ansatz negative Effekte
hat [203]. In dieser Studie wurden 3 Makaken mit einem SIV Stamm infiziert, der in 80% der
Tiere HAND Symptome hervorruft. Die Tiere wurden mit cCART Medikamenten behandelt, die
die Blut-Hirn Schranke Uberwinden. Wie zu erwarten nahm die Viruslast stark ab. Zwei der
Tiere wurden neben der cART Behandlung mit zwei LRAs behandelt. Es konnte beobachtet
werden, dass der Einsatz der LRAs in einem Tier zu erhohten Viruslasten im Plasma aber
auch im CSF (engl. cerebrospinal fluid) des Tieres fiihrte. Zudem konnte festgestellt werden,
dass das Tier erhohte Level an Immunsystem-aktivierenden Proteinen und an
neurotoxischen Proteinen aufwies. Obwohl das Tier gleichzeitig mit cART Medikamenten
und LRAs behandelt wurde, zeigte es im Vergleich zum Kontrolltier (keine Behandlung mit
LRASs) deutliche neurologische Symptome, die belegen, dass ZNS Reservoire eine wichtige
Rolle im Krankheitsverlauf von HIV Patienten spielen und dass eine absichtliche Re-
Aktivierung von Reservoiren deutliche Auswirkungen haben kann [203]. Diese Studie
verdeutlicht, dass es wichtig ist neben dem ,shock an kill“ Ansatz auch den ,soothe and

snooze“ Ansatz weiter zu erforschen (1.1.5.2).

4.3.1 Uberexpression des zellularen Restriktionsfaktors 16.4.1 nach AAV9P1

vermittelter Transduktion

Die 16.4.1 Sequenz ist der C-terminale Bereich der Fam21/Risp Proteinfamilie. Die durch
Transfektion vermittelte Uberexpression von 16.4.1 fihrt in persistent HIV infizierten
Astrozytomzellen zu einer Verringerung der HIV Replikation, wéhrend eine verminderte
16.4.1 Expression in den gleichen Zellen die HIV Replikation erhoht. Als viraler
Interaktionspartner von 16.4.1 wurde Rev identifiziert. 16.4.1 sorgt fur die Anreicherung von
Rev im Zytoplasma und verhindert somit eine erfolgreiche HIV Replikation [83,84]. Analysen
der endogenen 16.4.1 mRNA Level in verschiedenen Zelltypen haben gezeigt, dass 16.4.1

in allen Zelltypen unterschiedlich stark exprimiert wird. Allerdings konnte auch gezeigt
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werden, dass der antivirale Effekt von 16.4.1 nur in latenten astrozytdren Reservoiren
auftritt, wahrend in CD4-positiven T-Lymphozyten, die sich durch eine aktive HIV Replikation
auszeichnen, kein antiviraler Effekt beobachtet wurde [204].

Um zu Uberprifen, ob AAVIP1 in der Lage ist HIV-inhibierende Sequenzen erfolgreich in
persistent infizierte Astrozyten zu transportieren, wurden die Vektoren AAV9P1 gfaABC,D-
16.4.1-EYFP und als Kontrolle AAV9P1_ gfaABC;D-EYFP benutzt um TH4-7-5 Kulturen zu
transduzieren (Abbildung 31). Es konnte festgestellt werden, dass bei der Transduktion der
Zellen mit AAV9P1_ gfaABC,D-16.4.1-EYFP sowohl die extrazellularen Gag-p24 als auch
die intrazellularen Gag-p24 Level im Vergleich zu nicht transduzierten Zellen und zu
AAVIP1_ gfaABC;D-EYFP transduzierten Zellen signifikant verringert waren. AAV9P1 war
demnach in der Lage den HIV Restriktionsfaktor erfolgreich in persistent infizierte Astrozyten
einzubringen und ist somit in der Lage die Expression von HIV-inhibierenden Sequenzen in

Astrozyten zu vermitteln.

4.3.2 Verwendung von CRISPR/Cas9 zur Inaktivierung von latenten HIV Proviren in

Astrozyten

Genomeditierungssysteme bieten den Vorteil, dass es mit ihnen maoglich ist gezielt HIV
Proviren anzugreifen ohne dabei in andere zellulare Ablaufe einzugreifen oder gar andere
latente Virusinfektionen zu reaktivieren [75]. Der Vergleich von verschiedenen
Genomeditierungssystemen (1.3.1) zeigt, dass CRISPR/Cas9 einige Vorteile im Vergleich
zu anderen Systemen bietet. Obwohl die Tre Rekombinase in der Lage ist den HIV Provirus
nicht nur zu mutieren, sondern ihn komplett aus dem Wirtsgenom zu entfernen, enthéalt diese
Methode doch Nachteile. So kann jede Tre Rekombinase nur die LTRs eines HIV Stammes
binden, es muss also fir jeden Stamm eine neue Rekombinase evolviert werden, was
aufwendig ist und viel Zeit in Anspruch nimmt. Dementsprechend ist es auch mit groRBem
Aufwand verbunden auf HIV Resistenzmutanten zu reagieren. Das gleiche Problem tritt
auch bei ZNF-Nukleasen und TALENs auf. Auch hier liegt ein grof3er Nachteil darin, dass
die DNA-Bindung Uber Proteinsequenzen erfolgt, die nur sehr aufwandig geandert werden
kénnen [124].

CRISPR/Cas9 bietet hier den Vorteil, dass die DNA-Bindung tber ein RNA Molekul erfolgt,
welches schnell und einfach neu eingesetzt werden kann. Ein weiterer Vorteil ist, dass mit
CRISPR/Cas9 mehrere Gene oder Genabschnitte innerhalb desselben Gens gleichzeitig
mutiert werden kdnnen. Dafir werden mehrere gRNAs zusammen mit Cas9 in eine Zielzelle
eingefuihrt. Bei den anderen Systemen musste fir jede Einzelmutation ein neue DNA-
Bindedoméne entworfen werden und diese dann simultan in die Zelle eingebracht werden
[126,205,206].

Des Weiteren konnte in Studien mit Mausen, die Cas9 dauerhaft in allen Geweben
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exprimieren, gezeigt werden, dass weder in den Mausen selbst noch in den Nachkommen
toxische Effekte beobachtet werden konnten [207]. Wohingegen verschiedene toxische
Effekte durch die Expression der Cre Rekombinase in Mausen beschrieben wurden
[208,209].

Ein Nachteil von Genomeditierungssystemen im Einsatz gegen latente Proviren ist, dass fir
den Transport virale Vektoren benotigt werden, die verschiedene Eigenschaften erfillen
sollten: (a) Induktion einer Gewebespezifischen Transgenexpression, (b) Induktion einer
Langzeit-Transgenexpression ohne Integration des Transgens in das Wirtsgenom. AAV9P1
erfullt diese Voraussetzungen (4.2), wodurch die Kombination von CRISPR/Cas9 und
AAV9IP1 ein vielversprechender Ansatz zur Behandlung von latenten Proviren in Astrozyten
ist.

4.3.2.1 Design und ldentifizierung von potenten gRNAs

Der wahrscheinlich wichtigste Schritt in der Verwendung von CRISPR/Cas9 ist das
Entwerfen der gRNAs. Hierbei muss vor allem darauf geachtet werden die
Wahrscheinlichkeit fur off-target Effekte zu minimieren. In dieser Arbeit wurden deswegen
alle gRNAs zum einen mit zwei verschiedenen Datenbanken gegen das humane Genom
abgeglichen und zum anderen mit Hilfe des Online Tools von Hsu et al., 2013 die off-target
Scores ermittelt, die angeben wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass es zu einer Bindung
der gRNA an ungewollte Sequenzen im Genom kommt (Tabelle 21, [127]). Gleichzeitig
muissen gRNAs auch danach ausgewahlt werden, ob sie an den passenden Genabschnitt
binden, da nur Sequenzen als gRNA verwendet werden kénnen, die direkt an ein PAM
angrenzen (1.3). In dieser Arbeit wurden 6 verschiedene gRNAs entworfen (3.4.2.1), die
sowohl in den Labor HIV-Stammen NL43 und LAl als auch in verschiedenen HIV Subtypen
binden. Finf der gRNAs binden im Bereich des 5° LTRs und wurden so ausgewahlt, dass sie
an fur die Transkription des Provirus wichtige Elemente binden. Guide RNA 6 hingegen
bindet an die HauptspleiRdonorstelle, von der aus eine Vielzahl an viralen Transkripten
gespleiRt wird (Abbildung 32). Mit diesen gRNAs soll verhindert werden, dass nach der
Reaktivierung einer latent infizierten Astrozytenzelle neurotoxische Proteine exprimiert
werden. Gleichzeitig wird so auch der HIV Replikationszyklus inhibiert. Da die meisten
gRNAs (bis auf gRNAG) in mehreren HIV Subtypen binden, kdnnen die gRNAs auch gegen
verschiedene HIV Infektionen eingesetzt werden.

Obwohl keine der gRNAs beim Alignment mit dem humanen Genom einen Treffer erzielte
und es somit keine 100%ige Ubereinstimmung mit humanen Genomabschnitten gibt,
unterscheiden sich die off-target Werte in Tabelle 21, 7. Spalte deutlich voneinander. Dies
liegt daran, dass das Online-Tool von Hsu et al., 2013 die einzelnen gRNAs nicht nur auf

vollstandige Ubereinstimmung mit dem humanen Genom uberprift, sondern auch pruft wie
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hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass eine gRNA an eine ahnliche humane Sequenz bindet
[127]. Es konnte bereits gezeigt werden, dass gRNAs einzelne Nukleotidabweichungen an
den Positionen 1-7 (distal vom PAM) tolerieren und trotzdem an diese Bereiche binden
[210]. Abweichungen in Nukleotidpositionen 10-12 (proximal zum PAM) und in den 5
Nukleotiden vor dem PAM hingegen werden nicht toleriert und es kommt zu keinem Cas9-
induzierten Doppelstrangbruch [211,212]. Grundsatzlich wird die Wahrscheinlichkeit fir off-
targets ab einem Score von 50 als niedrig eingestuft, was die gRNAs 1, 5, 6 und Luc als
sehr gute Kandidaten identifiziert. Die gRNAs 2, 3 und 4 wurden dennoch getestet, da sie an
fur die virale Transkription essentiellen Bereichen binden (Kernpromotor; Abbildung 32).

Um zu Uberprifen, ob die entworfenen gRNAs eine Inhibition der HIV Replikation
hervorrufen kénnen, wurden sie nach dem Schema in Abbildung 12 getestet. Jede gRNA
wurde in drei verschiedene Plasmide kloniert, die sowohl fur Cas9 als auch fur die gRNA
kodieren. Die Plasmide unterscheiden sich in der Verwendung des Pol Ill Promotors, der fur
die gRNA Transkription eingesetzt wird (H1, U6, 7SK). Unter der Verwendung des H1
Promotors fur die Transkription der gRNAs kommt es zu den schwéachsten Effekten auf die
HIV Produktion, was zeigt, dass der H1 Promotor keine ausreichende Transkription der
gRNA gewahrleistet (Abbildung 36A). Sowohl Konstrukte, die den U6 Promotor verwenden,
als auch die Verwendung des 7SK Promotors fihren zu starken Effekten auf die HIV
Expression (Abbildung 36B, C). Es ist zu beobachten, dass gRNAs 1, 3, 4 und 5 zu einer
deutlichen Verringerung der HIV Produktion fihren. Guide RNA 2 und 6 hingegen sind trotz
einer 100%igen Ubereinstimmung mit der HIV Sequenz, nicht in der Lage eine Inhibierung
der HIV Replikation hervorzurufen. Insgesamt lasst sich festhalten, dass es wichtig ist in
silico entworfene gRNAs auf ihre Fahigkeit Genomeditierungen hervorzurufen, zu testen.
AuBerdem zeigt sich, dass die Verwendung von verschiedenen Pol Il Promotoren
unterschiedliche Effekte auf die Transkription haben kann, was sich letztendlich in der
Effektivitat der Genomeditierung zeigt.

Obwohl die Ergebnisse fiir die Verwendung des U6 bzw. des 7SK Promotors ahnlich waren,
wurde im Anschluss mit dem 7SK Promotor weitergearbeitet. Vorangegangene Studien die
die Expression von siRNAs in Mausen untersucht haben, konnten zeigen, dass der U6
Promotor wesentlich starker ist als andere Pol Ill Promotoren. Die starke siRNA Expression
fuhrte allerdings zu toxischen Effekten vor allem in der Leber. Die toxischen Effekte konnten
letztendlich auf Elemente des RNAi Pathways zurtickgefiihrt werden, dennoch zeigen die
Experimente, dass die starke Expression von externen Transgenen Nebeneffekte haben
kann [141,213,214]. AuBerdem wurde gezeigt, dass die Wahrscheinlichkeit von off-target
Effekten aufgrund von CRISPR/Cas9 abnimmt, wenn das CRISPR/Cas9 System weniger

stark in der Zielzelle exprimiert wird [215]. Da der 7SK Promotor, als schwéacherer Promotor,

113



Diskussion

dennoch die gleichen Ergebnisse erzielen konnte, wie der U6 Promotor, wurde dieser im
weiteren Verlauf der Arbeit verwendet.

Als gRNAs, die unter der Kontrolle des 7SK Promotors exprimiert werden, wurden gRNAL
und gRNAS5 ausgewahlt. Beide erzielen zum einen eine starke Reduktion der HIV Produktion

und zum anderen weisen beide eine geringe Wahrscheinlichkeit fur off-targets auf.

4.3.2.2 Einfihrung von inhibierenden Mutationen in astrozytaren Proviren durch den
Einsatz von AAV9P1-CRISPR/Cas9

Die unter Abschnitt 3.4.2.3 identifizierten Promotor-gRNA Kombinationen wurden benutzt

um AAV9P1 Vektoren zu produzieren, die sowohl fiir Cas9 als auch fir eine gRNA kodieren.
Die Transduktion von differenzierten HNSC.LatGFP1.2 Kulturen mit AAV9P1 gRNAL,
AAVIP1 gRNAS5 oder beiden Vektoren fiihrte nach der Reaktivierung der Proviren durch
TNF-a zu einer signifikanten Verringerung der HIV Expression. Diese Verringerung konnte
im Vergleich zu nicht-transduzierten, aber reaktivierten Zellen sowohl auf mRNA als auch
auf Proteinebene festgestellt werden. Interessanterweise konnten weder die Transkripte
noch der Anteil an GFP-exprimierenden Zellen auf Hintergrundlevel verringert werden und
auch die Kombination von beiden AAV9P1 Vektoren fuhrte zu keiner verstarken Reduktion
der HIV Expression. Ein Grund hierfir kdnnte sein, dass in verschiedenen Studien gezeigt
wurde, dass die Bindung von Cas9 an die Ziel-DNA unteranderem durch epigenetische
Modifikationen beeinflusst wird. So konnte nachgewiesen werden, das Cas9 bevorzugt an
Euchromatin bindet [216,217]. AuRerdem wurde fir in vivo Applikationen gezeigt, dass hohe
Mengen an CpG Methylierungen an der Ziel-DNA die Cas9 Bindung hemmen, gleichzeitig
zeigt allerdings eine andere Studie, dass dies fiir in vitro Experimente nicht gilt [127,217].
Trotzdem sollte bedacht werden, dass sich HIV Latenz bevorzugt an transkriptionell
inaktiven Bereichen (Heterochromatin oder Hypermethylierung) bildet. Somit besteht
durchaus die Moglichkeit, dass es eine Subpopulation an HNSC.LatGFP1.2 Zellen gibt, die
nicht durch CRISPR/Cas9 erreicht werden kann. Auch in anderen Studien, in denen
CRISPR/Cas9 benutzt wurde, um latente HIV Proviren zu inaktivieren wurde keine
vollstandige Inhibierung der HIV Expression erreicht [88,120,122]. Dieser Umstand spricht
dafir, dass man die Behandlung von latent infizierten Zellen durch
Genomeditierungssystemen mit dem Einsatz von anderen HIV-Inhibitoren (Didehydro-
Cortistatin A; 1.1.5.2) kombinieren kdnnte, um eine vollstéandige Inaktivierung des Provirus
Zu erreichen.

Kaminski et al., 2016 konnten belegen, dass die Inhibierung der HIV Reaktivierung in latent
infizierten, proliferierenden CD4-positiven T-Lymphozyten, die mit CRISPR/Cas9 behandelt
worden waren, durch einen Verlust an HIV Proviren begriindet war. Die in dieser Studie

verwendeten gRNAs binden, genauso wie gRNA1 und gRNAS5, sowohl im 5° LTR als auch
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im 3 LTR des Provirus. Um zu Uberprifen, ob die Effekte auf die HIV Reaktivierung in
HNSC.LatGFP1.2 Kulturen durch einen Verlust an Proviren erklart werden kann, wurde eine
absolute Provirusquantifizierung durchgefihrt. Abbildung 39 zeigt, dass die Anzahl an
Proviren in AAV9P1-CRISPR/Cas9 transduzierten Kulturen nicht niedriger ist als in
Kontrollkulturen. Somit kam es weder zu einem Verlust an Proviren, noch an latent
infizierten HNSC.LatGFP1.2 Zellen. Wéhrend ein Verlust an Proviren toleriert werden
konnte, ware ein Verlust an latent infizierten Astrozyten von Nachteil in in vivo Applikationen,
da ein Verlust an ZNS Zellen grundsatzlich vermieden werden sollte.

Die genaue Analyse der durch CRISPR/Cas9 hervorgerufenen Mutationen in den
transduzierten Kulturen zeigt, dass die Transduktion mit einem AAV9P1-CRISPR/Cas9
Vektor zu verschiedenen Indel Mutationen fiihrt. Die Mutationen sind wie zu erwarten kurz
nach dem PAM zu finden. Sobald Kulturen mit beiden AAV9P1-CRISPR/Cas9 Vektoren
transduziert wurden, entstehen statt Indel Mutationen weitlaufige Deletionen, die den
kompletten Bereich zwischen den gRNA Bindestellen umspannen. Somit wurden in diesen
Kulturen beide NF-kB-Bindestellen, alle drei SP1-Bindestellen und die TBP-Bindestelle
entfernt, was bedeutet, dass alle fur die HIV Transkription essentiellen Bestandteile entfernt
wurden (Abbildung 32).

Kirzlich konnte gezeigt werden, dass die Langzeitexpression von Cas9 und einer gRNA in
CD4-positiven T-Lymphozyten zur Entstehung von resistenten HIV Populationen fihrt. Es
wurde nachgewiesen, dass die durch das NHEJ hervorgerufenen Indel Mutationen in der
Lage waren Resistenzmutaten zu erzeugen, welche nicht mehr durch CRISPR/Cas9 editiert
werden konnten. Die Entstehung von solchen Resistenzmutanten trat verspatet auf, wenn
das CRISPR/Cas9 System stark konservierte Bereiche des HIV Provirus mutierte [218-220].
Die Gefahr einer Bildung von Resistenzmutanten diirfte durch den gleichzeitigen Einsatz von
gRNA1 und gRNAS in dieser Arbeit geringfugig sein, da beide gRNAs stark konservierte
Bereiche im HIV Provirus binden. Zudem kann es in Kulturen, in denen die oben
beschriebenen Deletionen auftreten, zu keiner HIV Expression mehr kommen und somit
auch nicht zur Entstehung von Resistenzmutanten. Es zeigt sich also, dass, auch wenn kein
starkerer Effekt auf die Reaktivierung zu beobachten ist, der Einsatz von zwei gRNAs von
Vorteil ist, um Resistenzmutanten vorzubeugen.

Insgesamt l&sst sich festhalten, dass AAV9P1 in der Lage ist das Genomeditierungssystem
CRISPR/Cas9 in latent infizierte Astrozyten einzubringen und das CRISPR/Cas9 sich sehr
gut dafur eignet HIV Proviren zu inaktivieren, wahrend gleichzeitig ein Verlust an Zellen

vermieden wird.
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5 Zusammenfassung

Astrozyten, welche eine Vielzahl an Schlisselfunktionen im ZNS erflllen, stellen ein
wichtiges HIV-Reservoir im Menschen dar. HIV etabliert eine latente Infektion in Astrozyten
und tragt somit zur Persistenz des Virus in Patienten bei. Darlberhinaus kann die HIV
Infektion von Astrozyten das Auftreten von neurologischen Defiziten in HIV-infizierten
Personen beglinstigen. Zukinftige Strategien zur Behandlung von HIV Patienten sollten
daher auch die Behandlung von infizierten Astrozyten beinhalten. Da die momentan
etablierte medikamentdse Behandlung von Patienten (CART) nur unzureichend Zellen des
ZNS erreicht, wurde in dieser Arbeit der Ansatz verfolgt einen viralen Vektor zu
identifizieren, der in der Lage ist effektiv Astrozyten zu transduzieren und der HIV-

inhibierende Sequenzen in Astrozyten einbringen kann.

In dieser Arbeit wurde der AAV (Adeno-assoziierter Virus) Vektor AAVIP1 aus einer AAV
Bibliothek heraus identifiziert, die sowohl Wildtyp-AAVs als auch synthetische Vektoren
enthielt. AAVOP1 war in der Lage Astrozyten effektiv zu transduzieren und etablierte
gleichzeitig eine langanhaltende Transgenexpression. AAVIP1 war zudem in der Lage auch
in gemischten Zellpopulationen (Organoide) bevorzugt Astrozyten zu transduzieren.
AulRerdem konnte die Astrozyten-spezifische Transduktion durch AAV9P1 weiter moduliert
werden, indem  AAV9P1 mit dem  zellspezifischen = Promotor  gfaABC,D
(FAAV9P1_gfaABC;D) kombiniert wurde. Zelllinien, die aus Geweben aul3erhalb des ZNS
stammen, zeigten nach der Transduktion mit AAV9P1 gfaABC.D keine
Transgenexpression.

Des Weiteren konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass auch HIV Reservoire in
Astrozyten durch das Genomeditierungssystem CRISPR/Cas9 inhibiert werden koénnen.
Hierbei wurde CRISPR/Cas9 durch AAV9P1 in ein astrozytares HIV-Latenzmodell
eingebracht, was zur Folge hatte, dass die Reaktivierung des HIV Provirus erfolgreich
verhindert werden konnte. Es zeigt sich also, dass AAV9P1 ein potenter Vektor zur
Transduktion von Astrozyten ist und dass es mdglich ist HIV Proviren in Astrozytenkulturen

durch den AAV9P1-vermittelten Transport von HIV-inhibierenden Sequenzen still zu legen.

In zukinftigen Arbeiten soll das Transduktionsverhalten von AAV9P1 in Mausmodellen
erforscht werden. Vor allem die Frage, ob AAV9P1 auch in in vivo Experimenten in der Lage

ist Astrozyten effektiv zu transduzieren ist hierbei von Bedeutung.
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6 Anhang

6.1 Puffer

Name Rezeptur

15% lodixanol Losung 25% (v/v) lodixanol (60% Stammlésung)
75% (v/iv) PBS-MK-NacCl

25% lodixanol Losung 42% (v/v) lodixanol (60% Stammldsung)
58% (v/v) PBS-MK

40% lodixanol Losung 66% (v/v) lodixanol (60% Stamml&sung)
34 % (viv) PBS-MK

AAV Lyse Puffer 50 mM Tris-HCI (pH (8,5)
150 mM NaCl
pH auf 8,5 einstellen

PBS 140 mM NaCl

5,4 mM KCI

9,7 mM Na,HPO, x 2xH,0O
2 mM KH,PO,

pH auf 7,4 einstellen

PBS-MK 1x PBS
1 mM MgCl,
2,5 mM KCI

PBS-MK-NaCl 1x PBS-MK
1 M NacCl

Permeabilisierungspuffer 1x PBS
1% (w/v) BSA
0,2% (v/v) Triton-x

Quenching Losung 1x PBS
50 mM NH,CI
20 mM Gilycin

TAE Puffer (50x) 2 M Tris-Acetat
100 mM EDTA
10 mM Tris-HCI

TE Puffer 10 mM Tris
1 mM EDTA
pH auf 8,0 einstellen
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Anhang

Chemikalie

Hersteller/Lieferant

2-log DNA ladder

New England Biolabs

ACK-Lysepuffer

Life Technologies

Agar Sigma-Aldrich
Agarose NEEO Ultra-Qualitat Roth
Ampicillin (Stammlésung 50 pg/ml) Roth
Antibiotikum/Antimykotikum (100x; Anti-Anti) Gibco
Benzonase Merck

BSA Sigma-Aldrich
DAPI Sigma-Aldrich
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO, 2xH,0) Roth

DMEM (Glutamax-I1, 4,5 g/l Glucose, Pyruvat) Gibco

DMEM F-12 Gibco

DMSO AppliChem
DNase Qiagen
dNTPs Thermo Fisher Scientific
EDTA Sigma-Aldrich
EGF PeproTech
Ethanol Merck
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Roth

FGF-2 PeproTech
Ficoll Biochrom
FKS Gibco

GoTaq Polymerase Promega
GoTaq Puffer™ (5x) Promega

HCI (2M) Sigma-Aldrich
Hefeextrakt Sigma-Aldrich
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Humanes Interleukin-2 (hiL-2) Roche
lodixanol Sigma-Aldrich
Isopropanol Roth
Kaliumhydrogenphosphat (KH,PO,) Roth

KH,PO, Sigma-Aldrich
Light Cycler® 480 SYBR Green | Master Roche

MgCl, Sigma-Aldrich
Mowiol Roth
Na,HPO, x 2xH,0O Sigma-Aldrich
NaCl Sigma-Aldrich
NaOH Sigma-Aldrich
Natriumpyruvat (100x) Gibco

NH,CI Sigma-Aldrich

Nuklease-freies Wasser (MilliQ; Filtriert durch Millipore-
Anlage)

Millipore Water System

PEI Santa Cruz Biotechnology
PenStrep Gibco
PFA Sigma-Aldrich

Pfu Polymerase

Thermo Fisher Scientific

Pfu Puffer (10x)

Thermo Fisher Scientific

Phytohemagglutinin (PHA) Biochrom
Poly-L-Lysine (0,1% in Wasser) Sigma-Aldrich
Qubit™ dsDNA BR Assay Kit Invitrogen

Rapid Ligation Puffer (2x)

Thermo Fisher Scientific

Restriktionsenzyme und Puffer

New England Biolabs

SOC Medium

Invitrogen

T4 DNA Ligase und Puffer (10x)

Thermo Fisher Scientific

T7 Endonuklease

New England Biolabs
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TNF-a Sigma-Aldrich
Tris Sigma-Aldrich
Triton-X 100 Sigma-Aldrich
Trypsin/EDTA Lésung (0,05% Trypsin, 0,02% EDTA in

PBS ohne Ca*", Mg*") Gibco
Trypton Sigma-Aldrich
VLE-RPMI-1640 (Very-low-endotoxin Roswell Park

Memorial Institute Medium 1640) Biochrom

Xtreme-Gene' Transfection Reagent

Roche Diagnostics

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich
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6.3 Verbauchsmaterialien

Anhang

Name

Hersteller/Lieferant

4titude Frame Star 480 RT-PCR Platte

Surrey

8,9 ml Polyallamer OptiSeal Zentrifugenréhrchen

Beckman Coulter

96-well Zellkulturplatte, p-clear Boden, Wand schwarz

Greiner Bio-One

CELLSTAR® dish (15 cm)

Greiner Bio-One

Combitips 1-10 ml fir Handystep Eppendorf
Deckglaschen, rund g 12 mm Roth
Eppendorf Reaktionsgefalie 0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml Eppendorf
FACS Rohrchen Falcon

Falcon® 15 ml, 50 ml

BD Bioscience

Fast-Read 102 Zahlkammer

Biosigma

Gestopfte Spitzen (10-1000 pl)

Eppendorf

Kanilen

Sterican Braun

Nunc Cryo Tubes™ Vials

Nunc International

Objekttrager, 76 x 26 mm, 1 mm Starke

Roth

Parafilm

Pechiney Plastic Packaging

Pipetten (1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One

Pipettenspitzen (10-1000 pl) Eppendorf
QIAshredder Qiagen
Spritzen BD Syringe
Zellkulturflaschen in verschiedenen Grol3en (T75, T175) Sarstedt

Zellkulturschalen in verschiedenen Grdéf3en (96-, 48-, 24-

12-, 6-well)

Greiner Bio-One

Zellschaber

Sarstedt
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6.4 Gerate
Name Hersteller/Lieferant
Accu-Jet® pro Brand
Brutschrank flr Bakterien Memmert
Brutschrank fur Zellkultur Hereaus
ChemiDoc Geldokumentationsanlage BioRad
Eppendorf Pipettenset ,Research” Eppendorf
Eppendorf Zentrifuge 5415R Eppendorf

FACSCanto II™

BD Biosciences

Gelelektrophorese Kammer B1A

Owl Separation Systems Inc.

HandyStep Electronic

Brand

HeraSafe Laminar Flow Bank

Hereaus

Hettich Rotana 460 R Zentrifuge

Andreas Hettich Zentrifugen

Infinite M200 Plattenleser

Tecan Group

Laboson 200 Wasser- und Ultraschallbad

Bender & Hobein

Light Cycler®480 1l 96

Roche

MasterCycler Gradient

Eppendorf

Multispeed Vortex

Kisker Biotech

Multitron Schittelinkubator

Infors

NanoDrop 2000 Spectrophotometer

Thermo Scientific

Nikon TiE mit Perkin Elmer UltraView Vox
System

Nikon, Perkin Elmer

PowerPac Basic BioRad
PrimoVert Mikroskop Zeiss
Qubit 2.0 Invitrogen
Thermomixer 5436 Eppendorf

Ultrazentrifuge

Beckman Coulter
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6.5 Plasmidkarten

SWVAD late polyA 10695, 10504
435.. 635 HIV-1 5 LTR
e (145790 AVt psi paci]

1300...1533 RRE

pLVTHM Nes714 20323085 NesT1
10866 nt
(32384051 EGFP]

HIV-1 5 LTR S5481...5661

Plasmidkarte zu pLVTHM_Nes714; eine genaue Beschreibung ist in Abschnitt 2.1.5 zu

finden.

SVAD late polyA 103D6.. 10415

gpt 968010153

455.635 HIV-15 LTR

pLVTHM_gfaABC1D

10477 bp

ColE1 origin 721775435

o032 5272 HIV-1 5 LTR

Plasmidkarte zu pLVTHM_gfaABC;D; eine genaue Beschreibung ist in Abschnitt 2.1.5 zu

finden.
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F1 ori 50624622

A2 ITR 4386...4245

pBSUB_gfaABC1D-EYFP
5074 nt

EYFP 3287._4000) 11381766 ColE1 origin

Plasmidkarte zu pBSU6_gfaABC;D-EYFP; eine genaue Beschreibung ist in Abschnitt 2.1.5
zu finden.

Fi ori 5403...4963

AWHITR AT26.. 4386

pBSU6_gfaABC1D-16.4.1-EYFP
5415 nt

EYFP 2628 4341

1138.. 1766 ColE1 origin

16.4.1 3. 3612

2230 2380 ANAITR

gfaABC1D Promoter 2407...3038

Plasmidkarte zu pBSU6_gfaABC;D-16.4.1-EYFP; eine genaue Beschreibung ist in
Abschnitt 2.1.5 zu finden.
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6.6 Protokolle zur Herstellung von hiPSCs und davon abgeleiteten Zellen

Reprogrammierung von primaren BJ Fibroblasten zu hiPSCs

Zuerst wurden 2,5*105 NuFF3-RQ humane Newborn Vorhaut Feeder-Fibroblasten
(GlobalStem) pro well einer 6-well Platte ausgesat. Als Medium wurde advanced MEM
(Thermo Fisher Scientific) verwendet, das mit 5% HyClone FKS (GE Healthcare) und 1%
MEM NEAA in GlutaMAX (Thermo Fisher Scientific) versetzt wurde. An Tag 1 wurden BJ
Fibroblasten (ATCC) mit zwei verschiedenen Zellzahlen (2*10*well oder 4*10%well) auf die
NuFF3-RQ Zellen gesét. An Tag 2 wurde das Medium zu Pluriton Reprogramming Medium
(Stemgent) gewechselt, welches mit 500 ng/ml carrier-free B18R rekombinanten Protein
(Stemgent) versetzt war. Zwischen den Tagen 3 und 18 wurden die Zellen taglich mit einem
mmRNA Mix (engl. modified mRNA), der aus mRNAs fiur die Transkriptionsfaktoren Oct4,
Sox2, KLF4, LIN28 und c-Myc bestand (Stochiometrisches Verhaltnis von 3:1:1:1:1),
transfiziert. Pro well einer 6-well Platte wurden fir die Transfektion 46 pl Opti-MEM |
Reduced Serum Medium (Thermo Fisher Scientific), 7,5 ul Lipofectamine RNAIMAX
Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific) und der mmRNA Mix vermischt. Der Ansatz
wurde fir 15 min bei RT inkubiert und im Anschluss fir 4 h auf die Zellen gegeben. Nach 4 h
wurde das Medium gewechselt. Der mmRNA Mix wurde vom RNA CORE des Houston
Methodist Krankenhauses bereitgestellt und die mRNAs enthielten folgende Modifikationen:
5-Methyl CTP, Pseudo-UTP, ARCA cap und eine 150 nt poly-A-Sequenz. Die ersten
Kolonien an hiPSCs waren zwischen den Tagen 12 und 15 nach der Transfektion zu sehen.
An Tag 16 wurde das Medium fiur 5 Tage zu STEMPRO hESC SFM (Thermo Fisher
Scientific) gewechselt. Als n&chstes wurden die hiPSC Kolonien durch Behandlung (37°C fur
40 min) mit 2 mg/ml Collagenase, Type IV (Thermo Fisher Scientific) in DMEM/F12 (Thermo
Fisher Scientific) geerntet. Die hiPSCs wurden auf y-bestrahlte MEFs (engl. mouse
embryonic fibroblasts) gesat und fur 10 weitere Passagen in STEMPRO Medium kultiviert.
Im Anschluss wurden die hiPSCs auf Matrigel-beschichtete (Corning BiolLogica) Platten
Ubertragen und in mTeSR1 Medium (StemCell Technologies) kultiviert.

Differenzierung von hiPSCs in neurale Progenitorzellen, kortikale Neuronen und Astrozyten

Die Differenzierung von hiPSCs in neurale Progenitorzellen (NPs) wurde wie in Chambers et
al., 2012 [221] durchgefihrt. HIPSCs wurden durch den Einsatz von Accutase (Sigma-
Aldrich) vereinzelt und im Anschluss wurden 7,104 Zellen pro cm? auf Geltrex-behandelte

Platten (Life Technologies) ausgesat. Als Medium wurde mTeSR1 Medium (StemcCell
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Technologies) verwendet. An Tag 1 wurde das mTeSR1 Medium durch N2/B27 Medium
ersetzt. N2/B27 Medium besteht aus DMEM/F12 (Gibco), 1x N2 Supplement A(Gibco), 5
pg/ml Insulin (Life Technologies), 1mM L-Glutamin (Gibco), 100 pum nicht-essentielle
Aminoséauren (Sigma-Aldrich), 100 um B-Mercaptoethanol (Gibco), 50 U/ml Penicillin + 50
mg/ml Streptomycin (Gibco), Neurobasal Medium (Life Technologies), B27 mit Vitamin A
(Gibco), welches mit LDN (ENZO Life Sciences) versetzt wurde und SB431542 (Miltenyi).
Das Medium wurde fur die kommenden 10 Tage taglich gewechselt. An Tag 14 wurden die
Rosetten aus neuralen Epithelzellen auf Poly-Ornithin (Sigma-Aldrich) und Lamin (Sigma-
Aldrich) behandelte Platten ausgesat. Als Medium wurde N2/B27, welches mit 100 ng/ml
FGF-2 (Miltenyi) versetzt wurde, verwendet. Vor weiteren Experimenten wurden die Zellen
eine Woche in Kultur gehalten.

Um NPs in kortikale Neuronen zu differenzieren, wurde das Medium zu N2/B27 Medium,
welches mit 200 UM Ascorbinsdure (Sigma-Aldrich) und 20 ng/ml BNDF (Miltenyi) versetzt
war, gewechselt. Die Zellen wurden fur die Differenzierung 40 Tage in diesem Medium
kultiviert.

Um NPs in Astrozyten zu differenzieren, wurde das Medium zu N2/B27 Medium, welches mit
100 ng/ml EGF (Miltenyi) und 100 ng/ml FGF-2 versetzt war, gewechselt. Die Zellen wurden
90 Tage in diesem Medium kultiviert und im Anschluss wurde das Medium zu N2/B27
Medium, welches mit 100 ng/ml EGF und 20 ng/ml CNTF (Miltenyi) versetzt war,

gewechselt. Die Zellen wurden fur weitere 181 Tage in dem letzten Medium kultiviert.

Differenzierung von hiPSCs in Organoide

Die Differenzierung von hiPSCs zu Organoiden wurde entsprechend dem Protokoll von
Lancaster et al., 2013 [165] durchgefuhrt. HIPSCs wurden durch den Einsatz von Accutase
vereinzelt und anschlieRend in mTeSR1 Medium in low-attachment Platten ausgesét bis sie
~embryonic bodies” (EB) bilden. Die Zellen wurden kultiviert bis die EBs einen Durchmesser
von 500-600 um erreicht hatten. Als nachstes wurden die EBs in N2/B27 Medium uberflhrt
und solange darin kultiviert bis sich pseudostratifiziertes Epithelgewebe gebildet hatte. An
diesem Punkt wurden die EBs auf Matrigel-behandelte Platten tbertragen und in N2/B27
Medium, welches ab Tag 16 mit Vitamin A versetzt war, fur 60 Tage kultiviert. Wahrend
dieser Zeit wurden die Platten auf einem Orbitalschittler bei 85 Rotationen pro Minute
inkubiert. Um eine Anreicherung von Astrozyten zu erreichen wurde 20 ng/ml CNTF

zwischen den Tagen 70 und 77 hinzugefiigt.
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6.7 Protokoll zur Isolierung von PBMCs

Um humane mononukleare Zellen des peripheren Blutes zu isolieren, wurde mit ,Buffy
Coats” des bayrischen Roten Kreuzes gearbeitet. Jede Probe enthielt ca. 25 ml Blut mit
CPD-Antikoaluanzen. Die Blutproben wurden mit 1x PBS auf 100 ml aufgefllt. Im Anschluss
wurde ein 50 ml ReagenzgefalRe mit 15 ml Ficoll-Losung versehen und jeweils 25 ml des
Blut-PBS Gemisches wurden vorsichtig auf die Ficoll-Lésung geschichtet. Die Proben
wurden bei 900 g fur 20 min ohne Bremse zentrifugiert. Der weil3e
Lymphozyten/Monozytenring wurde vorsichtig abgenommen und mit den restlichen des
gleichen Spenders vereinigt. Die Losung wurde auf 50 ml mit 1x PBS aufgefullt und erneut
bei 500 g fur 10 min zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, wurde das
Zellpellet in 2 ml ACK-Lysepuffer resuspendiert und fir 2 min bei RT inkubiert. Durch diesen
Schritt wurden restliche Erythrozyten lysiert. Die Losung wurde auf 50 ml mit 1x PBS
aufgefillt und bei 300 g fir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet wurde in 60 ml Zellkulturmedium fir Suspensionszellen (Tabelle 3) aufgenommen.
Die Zellen wurden Uber Nacht im Brutschrank inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen
zur Stimulierung in frischem Medium, das mit 20 U/ml hiL-2 und 1 pg/ml PHA versetzt war,

aufgenommen.
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7 Abkilrzungen

Abklrzung
aa
AAV
AdV
AIDS
ANI
AP-1
APOBEC3
ART
BIV
BMEC
bp
BSA
bzw
ca.
Cap
CART
Cas9
CCL2
CCR5
CD4
CD9
cDNA
CFP
CDK9
cm
CMV
Cp
CPD
Cre
CRF
CRISPR
CRM-1
CSF
CXCR4
diff
DMEM
DMSO
DNA
dNTP
dsDNA
E2A
E4

EB

Bedeutung

Aminoséure

Adeno-assoziierte Viren

Adenovirus

Acquired Immunodeficiency Syndrome
Asymptomic neurocognitive impairment
Activator protein 1

Apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3
Anti-retroviral therapy

Bovines Immundefizienz Virus

Brain microvascular endothelial cells
Basenpaar

Bovine serum albumine, Rinderalbumin
beziehungsweise

circa

Capsid protein; Kapsidprotein
combined anti-retroviral therapy
CRISPR associated 9

CC-chemokine ligand 2; CC-Chemokinligand 2
CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 5
Cluster of Differentiation 4-Rezeptor
Cluster of Differentiation 9-Rezeptor
complementary DNA

Cyan fluorescence protein
Cyclin-dependent kinase 9; Cyclin-abhéngige kinase 9
Zentimeter

Cytomegalovirus

Crossing point

Citrate Phosphate Dextrose Solution
Cyclization recombination

circulating recombinant forms
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats
Chromosomal maintenance 1
Cerebrospinal fluid
CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4
differenziert

Dulbecco’s modified eagle’s medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsaure
Desoxyribonukleosidtriphosphat
double-strand DNA; Doppelstrang-DNA
Early protein 2A

Early protein 4

Embryoid body
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E. coli
EDTA
EGF
EGFR
Env
EtOH
EYFP
FACS
Fam21
FDA
FGF-2
FGFR1
FIV
FIV
FKS
FSC
fw
Gag
gDNA
GFAP
GFP
gpl20
gpl60
gp4l
gRNA
GU
HAD
HAND
HCI
HDR
HGFR
hiL-2
HIV
HSV
HSPG
HTLV

Indel
inkl.
ITR

kb
kDa
LacZ
LamR
LB

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsaure
Epidermal growth factor
Epidermal growth factor receptor
Envelope; Hullproteine

Ethanol

Enhanced yellow fluorescence protein
Fluorescence-activated cell sorting
Genfamilie mit Sequenzéhnlichkeit 21
Food and Drug Administration
Fibroblast growth factor 2
Fibroblast growth factor receptor 1
Felines Immundefizienz Virus
felines Immundefizenzvirus
Fotales Kéalber Serum

Forward Scatter; Vorwartstreulicht
forward

Gruppenspezifische Antigene
genomische DNA

Glial fibrillary acidic protein

Green fluorescence protein
Glykoprotein 120

Glykoprotein 160

Glykoprotein 41

guide RNA

Genomic Units

HIV-associated dementia
HIV-associated neurocognitive disorder
Salzsaure

Homology-directed repair
Hepatocyte growth factor receptor
humanes Interleukin 2

Humanes Immundefizienz Virus
Herpes Simplex Virus
Heperansulfat Proteoglykan
Humanes T-lymphotropes Virus
Integrase

Insertion/Deletion

inklusive

Inverted terminal repeat
Intravends

Kilobasen

Kilodalton

Gen, das fur das Enzym B-Glaktosidase kodiert

Laminin Rezeptor
Luria Bertani

Abkirzungen
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LRA
LTR
Luc
MCS
MHC
miRNA
MND
MOI
mMRNA
MW-CO
N

Nef
NF-AT1
NF-1L6
NF-kB
ng
NGS
NHEJ
NNRTI
NP
NRTI
nt

PAM
PBMC
PBS
PCR
PDGFR
PEI
PFA
Pfu
PHA

Pl

PIC
Pol

Pol Il
Pol IlI
PR

prol
P-TEFB
gPCR
Rep
Rev
Risp
RNA
ROS

Latency reversing agent

Long terminal repeat

Luciferase

Multi-cloning site

Major histocompatibility complex

micro RNA

Mild neurocognitive impairment

Multiplicity of Infection

messenger RNA

Molekulargewicht-Cut off

Normalitat

Negativ Faktor

Nuclear factor of activated T-cells

Nuclear factor for IL-6 expression

Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
Nanogramm

Next Generation Sequencing
Non-homologous end joining
Nicht-Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
Neuronale Progenitorzellen
Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren
Nukleotid

Protospacer Adjacent Motif

Peripheral blood mononuclear cell
Phosphatgepufferte Salzlésung
Polymerase Kettenreaktion
Platelet-derived growth factor receptor
Polyethylenimin

Paraformaldehyd

Pyrococcus furiosus

Phytohaemagglutinin

Pearsons Correlation Coefficient
Pre-integration complex

Polyprotein

RNA Polymerase I

RNA Polymerase Il

Protease

proliferierend

Positiver Transkriptions-Elongationsfaktor B
Quantitative PCR

Regulatory protein; regulatorisches Protein

Regulator of expression of virion proteins
Rev-interacting HIV-suppressor proteins; Rev-interagierende
Proteine

Ribonukleinsaure
Reaktive Sauerstoffspezies

Abkirzungen

HIV-inhibierende
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RRE
RT

rv
SAHA
SAMHD1
SCAAV
SshRNA
SiRNA
SIvV
SMN-1
Sox2
SP1
SSAAV
SSC
ssDNA
ssRNA
TAE
Taq
TAR
Tat
TBP
Temp
TFE-3
Tm
TNF-alpha
Tris

U

u.a.
u3/U5
USF-1
uv

VA
Vgl.

Vif
VLE-RPMI-1640
Vpr
Vpu
WHO
Wt
z.B.
ZNS

Rev responsive element

Raumtemperatur

reverse

N-Hydroxy-N'-phenyloctandiamid

SAM domain and HD domain-containing protein 1
self-complementary AAV

Short-hairpin RNA

Short-interfering RNA

Simianes Immundefizienz Virus

Survival of motor neuron 1

SRY (sex determining region Y)-box 2
Specificity protein 1

single-strand AAV

Side Scatter; Seitwartsstreulicht
single-strand DNA; Einzelstrang-DNA
single-strand RNA; Einzelstrang-RNA
Tris-Acetat-EDTA

Thermus aquaticus

Trans-activation response element
Transactivator of transcription

TATA box binding protein

Temperatur

Transcription factor E3
Schmelztemperatur

Tumor-necrosis factor alpha
2-Amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol
Unit

unter anderem

Untranslated region 3/ Untranslated region 5
Upstream stimulatory factor 1

Ultraviolettes Licht
Viral associated RNA
Vergleich

Virionen Infektivitatsfaktor

Very-low-endotoxin Roswell Park Memorial Insitute Medium 1640

Virales Protein R

Virales protein U

World Health Organization
Wildtyp

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem

Abkirzungen
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