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Einleitung

1 Einleitung

Das Humane Immundefizienz Virus Typ-1 (HIV-1) wurde erstmals Anfang der
achtziger Jahre als Erreger des erworbenen Immunschwachesyndroms AIDS
(aquired immunodeficiency syndrome) beschrieben (Barre-Sinoussi et al. 1983; Gallo
et al. 1984; Levy et al. 1984). Die mit HIV-1 verbundene Erkrankung wurde jedoch
schon ca. 25 Jahre vor der ldentifizierung des Erregers bei einigen Patienten
beobachtet. Sie manifestiert sich nach einer mehrjahrig andauernden symptomfreien
Phase durch Defekte im Immunsystem, die bedingt durch die Abnahme von CD4"
Zellen wie z.B. T-Lymphozyten, Makrophagen und Monozyten zu einer Anhaufung
opportunistischer Erkrankungen fuhren. Innerhalb der letzten 20 Jahre hat sich die
HIV-1 Infektion zu einer der bedeutendsten pandemischen Infektionskrankheiten
entwickelt. Im Laufe des Jahres 2007 wurden weltweit ca. 2,5 Million Neuinfektionen
erfasst und es waren 33,2 Million Menschen erkrankt, von denen Uber 60% in den
subsaharischen Landern Afrikas leben (AIDS epidemic update, UNAIDS/WHO,
2008). Dort stellt die Epidemie durch die Bedrohung der wirtschaftlichen, sozialen

und politischen Stabilitat ein erhebliches Entwicklungshemmnis dar.

1.1 Klassifizierung und Charakterisierung des Humanen

Immundefizienz Virus Typ-1

HIV gehort zur Familie der Retroviren, die sich durch ein RNA-Genom auszeichnen,
das vor der Integration in das Wirtsgenom von einer Virus kodierten Reversen
Transkriptase in DNA umgeschrieben wird. Retroviren kommen uberwiegend in
Wirbeltieren vor und kdnnen verschiedene Krankheitsbilder verursachen, die von
harmlosen sekundaren Infektionen Uber Tumorerkrankungen bis hin zu
immunologischen und neurologischen Defekten reichen. Retroviren lassen sich in
drei Unterfamilien einteilen: Onkoviren, Spumaviren und Lentiviren. HIV zahlt zu den
Lentiviren (Modrow 1997). Lentiviren sind exogene, nicht-onkogene Viren, die mit

dem Immunsystem und dem zentralen Nervensystem assoziiert sind und sich durch

1
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eine lange Latenzzeit im Wirt auszeichnen. Neben HIV sind auch
Immundefizienzviren des Affen (SIV) (Fultz and Anderson 1989), der Katze (FIV)
(Sparger et al. 1989) und des Rindes (BIV) (Gonda et al. 1994) bekannt.

Das HIV-1 Virion besteht aus dem aus Kapsidprotein p24 (CA) aufgebauten
konischen Nukleokapsid und einer vom  Zytoplasma abgeleiteten
Lipiddoppelmembran mit deren Glykoproteinen gp41(TM = transmembrane) und
gp120 (SU = surface) (Abb. 1A). Innerhalb der Kapsidhille befinden sich zwei
identische einzelstrangige (+)-RNA Moleklle, die viralen Enzyme Reverse
Transkriptase (RT), Integrase (IN) und Protease (PR), sowie die Proteine vpu (virales
Protein U), vif (viraler Infektiositatsfaktor) und nef (negativer Faktor) und einige

Wirtszellfaktoren.
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Abb. 1 A) Aufbau des HIV-1 Virions. Das HIV-1 Virion setzt sich aus einem konischen Capsid,
bestehend aus p24/MA, und einer Huillmembran, in die die beiden viralen Proteine gp41/TM und
gp120/SU verankert sind, zusammen. Das Matrixprotein p17/MA verleiht dem Capsid seine Struktur.
Innerhalb des Capsids befinden sich sowohl 2 Kopien des viralen Genoms in Form von einzelstrangigen
(+)-RNA-Molekilen, die mit Nukleocapsidproteinen p7/NC komplexiert sind, als auch die viralen
Enzyme Reverse Transkriptase (RT), Protease (PR) und Integrase (IN) (B.Reimund). B)
Replikationszyklus von HIV-1. Die Bindung von HIV an die Wirtszelle erfolgt tber die Adsorption des
Glykoproteins gp120 an den CD4-Rezeptor und einen der beiden Chemokinrezeptoren; CXCR4 oder
CCRS5. Strukturelle Umlagerungen der Virusoberflachenproteine bewirken die Verschmelzung der
viralen Huallmembran mit der Zellmembran. Das virale (+)-RNA Genom wird durch die virale Reverse
Transkriptase in doppelstrangige DNA umgeschrieben und im Zellkern mittels viraler Integrase in das
Genom der Wirtszelle integriert. Die zelluldare RNA-Polymerase |l transkribiert die provirale DNA in eine
polycistronische prd-mRNA, die durch zelluldre Enzyme zunachst in mehrfach gespleiRte mRNAs
prozessiert wird (1). Die in das Zytoplasma exportierten Transkripte kodieren fir die regulatorischen
Proteine tat, rev und nef, die nach dem Transport in den Zellkern die virale Transkription verstarken und
zur Bildung ungespleifdter und einfach gespleilter mRNAs beitragen (2). Diese mRNAs dienen nach
dem Transport in das Cytoplasma sowohl zur Translation der viralen Strukturproteine und der
akzessorischen Polypeptide als auch als Virusgenome, die sich an der Zytoplasmamembran mit den
Proteinkomponenten zusammenlagern. Es kommt zur Knospung und Freisetzung unreifer Viruspartikel.
Die Reifung zu infektiosen Partikeln erfolgt tiber die Spaltung der Gag- und Gag/Pol-Vorlauferproteine
durch die virale Protease. (modifiziert nach Modrow, S.) 2
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1.2 Der Infektionszyklus von HIV-1

Die HIV-1 Infektion beginnt mit der Bindung des viralen gp120 Hullproteins an den
CD4-Rezeptor von T-Zellen, Monozyten oder Makrophagen (Maddon et al. 1986)
und bedarf zusatzlicher Interaktion mit einem Chemokinrezeptor, der sich je nach
infiziertem Zelltyp unterscheidet. Fur den Eintritt in T-Lymphozyten wird der CXCR4-
Rezeptor verwendet, bei Monozyten und Makrophagen der CCR5-Rezeptor (Feng et
al. 1996; Wu et al. 1996) (Abb. 1B). Aufgrund dieser Interaktionen kommt es zu einer
Konformationsanderung des viralen Glykoproteinkomplexes, wodurch die freigelegte
fuseogene Domane des Transmembranproteins (gp41) die Fusion von Virushulle
und Wirtszellmembran ermdglicht und das Kapsid in das Zytoplasma der Wirtszelle
freigesetzt wird. Durch die Dissoziation von p24 wird das Kapsid fur Nukleotide
durchlédssig und es entstehen subvirale Partikel, die als reverse
Transkriptionskomplexe (RTC) bezeichnet werden (Fitzon et al. 2000; Fassati and
Goff 2001; Nisole and Saib 2004; Dismuke and Aiken 2006). Im RTC erfolgt die
reverse Transkription der einzelstrangigen viralen RNA in doppelstrangige DNA. Die
dabei bendtigte Reverse Transkriptase ist ein multifunktionales Enzym, das sowohl
eine DNA Polymerase Doméne zur Synthese viraler DNA von DNA- und RNA-
Templates, als auch eine RNase H Domane besitzt, die die RNA in DNA/RNA-
Hybriden hydrolysiert (Goldschmidt et al. 2003; Schultz and Champoux 2008). Die
entstandene provirale DNA wird von im Verlauf der reversen Transkription
generierten regulatorischen repetitiven Kontrollsequenzen, LTRs (long terminal
repeat), sowohl am 3’- als auch am 5-Ende flankiert und ist im so genannten
Prainitiationskomplex (PIC) gebunden. Der PIC transloziert entlang des Mikrotubuli-
Netzwerks zum Zellkern (Miller et al. 1997). Der Prozess des anschlieenden
Eintritts in den Nukleus und die daran beteiligten viralen Proteine, sind bisher nicht
eindeutig geklart (Bukrinsky 2004). Im Zellkern wird das virale DNA-Genom als
Provirus mit Hilfe der viralen Integrase sequenz-unabhangig in das Wirtszellgenom
integriert (Fouchier and Malim 1999). Dabei wird der Provirus bevorzugt in RNA-
Polymerase |l gesteuerte Gene integriert, die stark transkribiert werden (Schroder et
al. 2002). Die anschlieBende Transkription der proviralen DNA erzeugt sowohl
Transkripte von voller Lange, die als Genom fur neue Viruspartikel dienen, als auch

einfach oder mehrfach gespleil3te subgenomische RNAs fur die Expression viraler
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Proteine. Die Replikation von HIV-1 wird zeitlich reguliert und in eine frihe (ca. 2 kb
RNA Klasse) und eine spate (ca. 4 — 5 kb RNA Klasse) SpleiRphase unterteilt. Dabei
regulieren die Proteine der friihen Phase sowohl die Menge als auch die mRNA
Spezies der spaten Phase. Auf die Expression der viralen Proteine wird im nachsten
Kapitel naher eingegangen. Die erzeugten Transkripte werden in das Zytoplasma
geschleust und die viralen Proteine exprimiert. Die Knospung neuer Virionen wird
durch die Zusammenlagerung von viralen Strukturproteinen,
Enzymvorlauferproteinen und zwei genomischen (+)-RNA-Transkripten an der
Wirtszellmembran induziert. Erst nach der Abschnurung der Virionen entstehen
infektiose Viren, indem das Gag-Pol-Vorlauferprotein von der viralen Protease
autokatalytisch gespalten wird und eine strukturelle Umlagerung zur Ausbildung des

konischen Capsids erfolgt.

1.3 Die Genomorganisation von HIV-1 und die Expression

viraler Proteine

Das HIV-1 Genom besteht aus zwei identischen, ca. 9,2 kb gro3en einzelstrangigen
RNA Molekilen, die fir 15 Proteine kodieren. Die RNA weist mit der 5’-Cap-Struktur
und der 3’-Polyadenylierung alle Charakteristika einer eukaryotischen mRNA auf.
Das RNA-Genom enthalt insgesamt 9 offene Leserahmen (open reading frames =
ORFs), die neben den viralen Enzymen (RT, IN, PR) und Strukturproteinen (gag)
auch regulatorische (rev, tat) und akzessorische Proteine (vif, vpr, nef) kodieren
(Frankel, 1998). Dabei Uberlappen einige der Leserahmen der aus mehreren Exons
bestehenden Proteine, so dass aus dem nur ca. 9,2 kb grolen Genom Uuber 40
mono- und bicistronische RNAs prozessiert werden (Schwartz et al. 1990b; Purcell
and Martin 1993). Die bei der reversen Transkription entstehenden, DNA-
flankierenden LTRs bilden die regulatorischen Kontrollsequenzen fur die Expression
viraler Proteine (Klaver and Berkhout 1994) (Abb. 2A). Diese terminalen
Sequenzwiederholungen sind in gleicher Orientierung aus den Regionen U3 (unique
3), R (redundant) und U5 (unique 5) aufgebaut und obwohl die 5- und die 3’-LTR-
Sequenzen identisch sind, Uben sie unterschiedliche Funktionen aus. In der

infizierten Zelle kontrolliert das 5’LTR die Transkription der viralen Gene und fungiert
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somit als Enhancer-/Promotor-Region der viralen Genexpression. Das 3'LTR
dagegen dient als Polyadenylierungssignal und kontrolliert die Prozessierung und
Polyadenylierung der viralen Transkripte (Cherrington and Ganem 1992; Klaver and
Berkhout 1994; Ashe et al. 1997). In der U3-Region und im Ubergang zur R-Region
sind die fur die Transkription essentiellen Enhancer-/Promotor-Elemente enthalten:
der Kernpromotor (core), bestehend aus der TATAA-Box und drei SP1-
Bindungsstellen; die Enhancer-Region, bestehend aus Bindungsstellen fur den T-
Zell-spezifischen, aktivierenden Transkriptionsfaktor NFkB; aul3erdem stromaufwarts
und stromabwarts lokalisierte regulatorische Elemente (Kawakami et al. 1988;
Kamine et al. 1991). Sobald die provirale DNA integriert ist, findet die erste Runde
proviraler Transkription durch die zellulare Polymerase |l und Bindung von zellularen
Faktoren wie NF-kB, SP1 und AP1 statt, und es werden basale Mengen an Tat, Rev
und Nef produziert (Gaynor 1992; Jordan et al. 2001). Das regulatorische 14 kDa
Protein Tat ist dabei essentiell fur die Aktivierung der viralen Transkription. Tat bindet
an die in der R-Region des 5'LTR gelegene, transkribierte RNA Haarnadelschleife
TAR (transactivating response element) (Harrich et al. 1996) und rekrutiert weitere
zellulare Faktoren, wie z.B. den Komplex Cyclin T1/CDKO9 (Isel and Karn 1999). Eine
durch CDK9 vermittelte Hyperphosphorylierung der RNA-Polymerase Il erhdht die
Prozessivitat des Transkriptionskomplexes und gewahrleistet somit eine effiziente
Elongation der viralen Transkription (Karn 1999). Beim Transport der generierten
mMRNA Transkripte von voller Lange als auch von einfach oder mehrfach gespleif3ter
subgenomischer RNA bindet Rev an die RRE (rev response element)-Sequenz, die
im Bereich des env-Gens in allen einfach gespleif3ten und ungespleiten viralen
MRNA Molekilen lokalisiert ist, und bewirkt damit den Export dieser mRNA-Spezies,
unabhangig von ihrem Spleilizustand. Rev blockiert zudem die Zusammenlagerung
des Spleilapparates am primaren Spleilddonor (MSD = major splice donor) und wirkt

somit weiteren SpleilRprozessen entgegen (Kingsman and Kingsman 1996).



Einleitung

A pol IIE - E

gag
5’ LTR m RT PR N | [ ]vpr]| suU ™ | nef |
us [R[us []vpu [us [R]us |

5‘LTR | — { 31LTR
PA o .0
O A AL ni‘r' A

HSD

PA

gag/pol + Genom

9,0 kb
4,0kb ——
4,0kb ——

vif

vpr

40kb —— tat (Exon 1)

40 kb Vvpu + env

2,0kb —— HH

tat

rev

2,0kb —— 1 —

2[0 kb —— o iy | = nef

Abb. 2 A) Das HIV-1 Genom. Die offenen Leserahmen (ORF, blau) von HIV-1 werden durch
die 5’ und 3’ LTRs (long terminal repeats) flankiert. Gag (group specific antigen) kodiert den
Vorlaufer fur die Strukturproteine des Viruscapsids (p17/MA, p24/CA und p7/N); pol
(Polymerase) den Vorlaufer fur die Enzyme Reverse Transkriptase (RT), Protease (P) und
Integrase (IN); env (envelope, gp120) wird in das extrazellulare Membranprotein (SU, gp120)
und das Transmembranprotein (TM, gp41) prozessiert; vif (virion infectivity factor), vpr, vpu
und enf (negativ factor) kodieren akzessorische Proteine; tat (transactivator of transcription)
und rev (regulator of expression of virion proteins), die aus jeweils zwei Exons bestehen,
regulatorische Proteine. B) Splei3stellen fiir alternatives Spleifden und resultierende mRNA
Klassen von HIV-1. Das HIV-1 Genom besitzt einen HauptspleiRdonor (HSD, #) und 4 weitere
Spleillidonoren sowie 8 SpleiRakzeptoren (4).Die resultierenden ungespleifdten, einfach und
mehrfach gespleiten mMRNA Spezies werden in 3 Klassen unterteilt: volle Lange mRNAs
(9 kb), intermedidre mRNAs (4 kb) und kleine mRNAs (2 kb).

Im Gegensatz zu den alternativen Spleilvorgangen bei der Prozessierung
eukaryotischer monocystronischer mRNAs, die zur Erhdhung der Proteinvielfalt
fuhren, wird durch das alternative Spleilen polycistronischer mRNAs von HIV-1
gewahrleistet, dass die Proteine effizient zu unterschiedlichen Zeitpunkten exprimiert
werden koénnen. Wahrend der Transkription der viralen Gene wird eine
polycistronische pra-mRNA generiert, die mindestens vier 5’-Spleil3stellen
(Spleidonoren D1 — D4) und acht 3’-Spleil3stellen (Spleildakzeptoren A1 — A3, 4a —
4c, 5 und 7) enthalt. Durch alternatives SpleiRen produziert HIV-1 drei Klassen von
MRNAs: volle Lange mRNAs (ca. 9kb), intermediare mRNAs (ca. 4-5 kb) und kleine
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mehrfach gesplei3te mRNAs (ca. 2 kb) (Schwartz et al. 1990a; Kammler et al. 2006)
(Abb. 2B). Letzte besteht aus mehr als zwodlf unterschiedlich gespleidten mRNA
Spezies, die die regulatorischen Proteine tat, ref und nef produzieren (Robert-Guroff
et al. 1990). Obwohl die tat mMRNAs alle drei ORFs fur tat, rev und nef enthalten, wird
nur der tat ORF effizient exprimiert. Der rev ORF hingegen beinhaltet sowohl den rev
als auch den nef ORF und dient der Expression beider Proteine. Die Klasse der
intermediaren mMRNAs besteht auch aus einer heterogenen Population an mRNAs,
die entweder bicistronisch vpu und env oder monocystronisch das funktionelle Exon
1 von tat exprimieren (Schwartz et al. 1990b). Die volle Lange mRNAs kodieren fur
die bei Retroviren konservierten Gene gag und pol. Diese werden als
Proteinvorlaufer translatiert und durch die virale Protease, die im Kapsid reifer
Viruspartikel enthalten ist, enzymatisch prozessiert. Dabei ergeben sich aus gag die
vier strukturellen Komponenten des Virions, das p17/MA, das p24/CA, das p7/NC
und das p6/LI. Env kodiert fur das Oberflachenprotein gp120 und das
Transmembranprotein gp41, die im Golgi-Apparat aus dem Vorlauferprotein gp160
prozessiert werden (McCune et al. 1988). Pol kodiert flr die enzymatischen

Komponenten des Virus: die Reverse Transkriptase, die Protease und die Integrase.

1.4 Antiretrovirale Therapie zu Behandlung von HIV-1

Infektionen

Trotz intensiver Bemihungen steht bis heute kein Impfstoff gegen HIV zur
Verfugung. Es konnen lediglich die Symptome von AIDS behandelt werden und der
Ubergang von der symptomfreien Phase einer HIV-Infektion zu AIDS verzdgert
werden. Zur Reduktion der Viruslast werden seit 1987 Uberwiegend Inhibitoren der
beiden viralen Enzyme Reverse Transkriptase (NRTI, NNRTI) und Protease (PI)
eingesetzt (Esnouf et al. 1995; Spence et al. 1995). Diese Medikamente werden im
Rahmen einer Kombinationschemotherapie, Highly Active Antiretroviral Therapy
(HAART), verabreicht. Seit kurzem ist der erste Fusionsinhibitor (FI) Enfuvirtid
(Fuzeon®, Hoffmann-La Roche), und somit die dritte Klasse antiretroviraler
Therapeutika zur Behandlung von Patienten zugelassen. Durch die antiretrovirale

Therapie fallt die Viruslast im Plasma der Patienten im Laufe von 2 bis 4 Monaten auf
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ein nichtdetektierbares Niveau ab, obwohl es zu keiner Zeit zu einer kompletten
Eliminierung des Virus kommt. Der Grund fur dieses Phanomen sind infizierte
Gedachtnis CD4” T-Lymphozyten, die dem Virus als Reservoir dienen und in denen
weiterhin nicht detektierbare Mengen viraler Replikationsprodukte produziert werden.
Aufgrund dessen kann eine Unterbrechung der Therapie jederzeit zu einer erneuten
Produktion infektiéser Virionen und damit zu einer erhéhten Viruslast fihren (Chun et
al. 1997; Finzi et al. 1997). Daraus folgt die Notwendigkeit einer lebenslangen
Medikation mit den damit einhergehenden Nebenwirkungen (Esser et al. 2007;
Subbaraman et al. 2007). Zusatzlich kénnen durch den dauerhaften therapeutischen
Selektionsdruck und die hohe Mutationsrate des Virus (Mansky and Temin 1995)
therapieresistente Varianten des Virus entstehen (Gulick et al. 2000). Neben der
Weiterentwicklung bestehender HAART-Komponenten, bieten sich fur die
Entwicklung neuer HAART Komponenten theoretisch alle Schritte im viralen
Lebenszyklus als Ziele an. Potentielle Medikamente stellen unter anderem
Komponenten dar, die mit tat/TAR interagieren, um die virale Replikation zu
unterdricken, aber auch Reifungsinhibitoren und Inhibitoren, die die gp120/CD4

Interaktion verhindern (Barbaro et al. 2005).

Neben den oben aufgeflhrten Problemen, die bei HAART auftreten, spielen vor
allem in den Entwicklungslandern die immer noch immensen Kosten der Therapie
eine nicht minder groRe Rolle. Nicht zuletzt aus diesem Grund liegt momentan das
Hauptaugenmerk auf der Entwicklung neuer kostengunstiger anti-HIV Therapien und

prophylaktischer Impfstrategien (Yamamoto and Tsunetsugu-Yokota 2008).

1.5 Gentherapie

Der Grundstein fur die Entwicklung humaner gentherapeutischer Methoden wurde in
den frihen 80er Jahren gelegt, als sowohl Techniken fir die Klonierung von
Saugetiergenen in prokaryotische Plasmide und Bakteriophagen entwickelt wurden
als auch die Erforschung muriner Onko-Retroviren zur Entwicklung retroviraler
Vektoren fuhrte (Flotte et al. 2007). Zu den viralen Vektoren, die zurzeit in
praklinischen und klinischen Gentherapie-Studien Verwendung finden, zahlen

Adenoviren, Adeno-assoziierte Viren und Lentiviren (Vasileva and Jessberger 2005;
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Levine et al. 2006; Campos and Barry 2007). Adenoviren wurden 1993 erstmals zur
Behandlung der cystischen Fibrose verwendet (Engelhardt et al. 1993). Heute
werden sowohl Adeno- als auch Adeno-assoziierte Viren zum Gentransfer in vitro
und in vivo eingesetzt, ihr groer Nachteil fur die humane Gentherapie liegt

allerdings in der nur transienten Expression des Transgens und ihrer Immunogenitat.

HIV-1 basierte replikationsdefiziente lentivirale Vektoren wurden Mitte der 90er Jahre
entwickelt und seitdem, in Bezug auf ihre Effizienz und Sicherheit bei der
Verwendung in der humanen Gentherapie stetig verbessert (Wiznerowicz and Trono
2005). Zu den herausragenden Eigenschaften von Lentiviren gehort ihre geringe
Immunogenitat und ihre Fahigkeit, nicht nur proliferierende sondern auch ruhende
Zellen transduzieren zu koénnen, was eine stabile Expression des Transgens
ermdglicht (Follenzi et al. 2007). AulBerdem kann durch die Verwendung
unterschiedlicher Hullproteine der Tropismus der Vektoren variiert und ein

spezifischer Gentransfer in eine Vielzahl verschiedener Zielzellen erreicht werden.

1.6 Gentherapie als neuer Therapieansatz bei HIV-1

Infektionen

In den letzten 15 Jahren wurden verschiedene Gentherapieansatze zur Behandlung
von HIV-Infektionen in hamatopoetischen Zellen getestet, die sich prinzipiell in zwei
Kategorien einteilen lassen: Protein-basierte und RNA-basierte Ansatze (Rossi et al.
2007). Bei Protein-basierten Ansatzen handelt es sich um dominant-negative
Proteine, Fusions-Inhibitoren und ,single-chain® Intrabodies (intrazellulare
Einzelstrangantikorper), die nach lentiviraler Transduktion stabil in den Zielzellen
exprimiert werden. Ein Beispiel fur dominat-negative Proteine ist das Protein M10,

das zu gentherapeutischen Versuchszwecken genutzt wurde. M10 ist eine mutante
Form des rev Proteins, das in transduzierten HIV-infizierten CD4" T-Zellen zu einer
erhohten Uberlebensrate fiihrt. Dazu wurden isolierte, angereicherte CD4" T-Zellen

HIV-1 positiver Patienten mit M10-Expressionsvektoren ex vivo transfiziert und dann

in die Patienten retransplantiert. Anschlieend wurde die Toxizitat, die M10-

Expression und die Uberlebensrate genetisch modifizierter CD4" T-Zellen bestimmt.
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M10 wurde als einziger Protein-basierter Ansatz in klinischen Versuchen verwendet,
und zeigt auch bei HIV-1 Patienten eine verldngerten T-Zell Uberlebensrate
(Woffendin et al. 1996). Ein bereits unter HAART verwendeter Fusionsinhibitor ist
das Enfuvirtid (Fuzeon, s.o.). Enfuvirtid verhindert die HIV-1 Infektion, indem es die
Fusion von HIV-1 mit der Wirtszelle unterbindet. Es bindet an das virale
Transmembranprotein gp41 und verhindert damit dessen Konformationsanderung,
die durch die Anlagerung des viralen Oberfachenproteins gp120 an den CD4-
Rezeptor und einen der beiden Korezeptoren hervorgerufen wird. Aufgrund seiner
starken Effizienz und seiner guten Vertraglichkeit konnte Enfuvirtid in zukunftigen
gentherapeutischen Studien Verwendung finden. Bei ,single-chain® Intrabodies
handelt es sich um intrazellular exprimierte einkettige Antikdrper, die aus den
variablen Regionen der leichten und schweren Kette eines Immunglobulins
bestehen. Es konnte gezeigt werden, dass die Replikation von HIV-1 durch
intrazellular exprimierte ,single-chain® Intrabodies, die gegen virale Proteine wie das
tat Protein gerichtet waren, inhibiert werden konnte (Marasco et al. 1999; Theisen et
al. 2006).

Zu den RNA-basierten Ansatzen zahlen Ribozyme, antisense RNA, Aptamere und
siRNAs. Dabei stellt die Auslosung der RNA Interferenz durch siRNAs einen viel
versprechenden neuen Ansatz zur gentherapeutischen Behandlung von HIV-1 dar
und soll im folgenden Kapitel naher beschrieben werden. Ribozyme bestehen aus
weniger als 100 Nukleotiden und sind in der Lage, mRNA gezielt zu binden und
enzymatisch zu schneiden. lhre Sekundarstruktur scheint far ihre Funktion
entscheidend zu sein. Ribozyme werden in verschiedene Klassen eingeteilt, wobei
die Klasse der ,hammerhead” —Ribozyme eingehend untersucht wurde. Nachdem
erstmals gezeigt wurde, dass diese Klasse der Ribozyme die HIV-1 Replikation
inhibieren konnen (Sarver et al. 1990), wurden retrovirale Vektoren zur Expression
von Ribozymen gegen tat- und rev-mRNA und die virale U5 Region in primaren
humanen Zellen entwickelt. Die retroviralen Vektoren wurden schlief3lich auch in
klinischen Studien getestet, dort zeigten sie jedoch keine signifikante Effizienz gegen
HIV-1 (Bauer et al. 1997; Ngok et al. 2004). Antisense RNAs sind regulatorische
endogen nicht-translatierte RNA-Sequenzen. Chaterjee et al. konnten zeigen, dass
antisense RNAs, die mit der TAR-Sequenz, die in allen mRNA Spezies von HIV-1

vorhanden ist, nichtfunktionelle Duplexe bilden, die virale Replikation blockieren
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konnen (Chatterjee et al. 1992). McGregor et al. zeigten in einem
gentherapeutischen Ansatz im Rahmen einer klinischen Studie, dass die lentivirale
Expression einer antisense RNA gegen das env Transkript die Replikation von HIV-1
effizient inhibieren konnte (MacGregor 2001). Der genaue Mechanismus, mit dem
antisense RNAs die virale Replikation inhibiert ist jedoch unklar. Ahnlich wie die
Ribozyme sind Antisense RNAs aullerdem durch eine sehr geringe Stabilitat
gekennzeichnet und die Gefahr, dass sie durch zellulare Nukleasen abgebaut
werden, ist sehr hoch. Aptamere sind kurze RNA- oder auch DNA-Einzelstrange, die
in vitro effizient ihre Zielstruktur Uber ihre 3D-Struktur binden kdnnen und im Falle
von HIV-1, antivirales Potential besitzen (Held et al. 2006). Ein potentielles Problem
bei einer Applikation in vivo liegt jedoch in der fehlenden Ausbildung der Aptamer-

Tertiarstruktur, wodurch eine effiziente Bindung an die Zielstruktur verhindert wird.

1.7 RNA-Interferenz

Unter RNA Interferenz (RNAI) versteht man die post-transkriptionelle Inhibition der
Genexpression, basierend auf einer durch kurze doppelstrangige RNA-Molekile
induzierte sequenzspezifische Inaktivierung von mRNA. Dieses Phanomen gehort
vermutlich zu den altesten Abwehrmechanismen gegen virale Infektionen (Voinnet
2001) und Transposons (Ketting et al. 1999) und wurde zuerst bei der Pflanze
Petunia als post-transcriptional gene silencing (PTGS) beschrieben (Napoli et al.
1990; Vaucheret et al. 2001). Spatere Arbeiten zeigten, dass RNAi auch in Pilzen
(Romano, 1992), Drosophila melanogaster (Gura 2000), Caenorhabditis elegans
(Fire et al. 1998) sowie Saugetieren hoch konserviert ist (Caplen et al. 2001; Agrawal
et al. 2003).

Der Mechanismus der RNA Interferenz wurde in den letzten Jahren vor allem durch
genetische und biochemische Studien an C.elegans und an Zellextrakten von
D. melanogaster in vielen Punkten aufgeklart (Abb.3). Der Effektor der RNA
Interferenz ist ein 19-21 nt langes doppelstrangiges (ds) RNA Molekdl, das durch 2 nt
Uberhange an den 3’Enden und einer Phosphatgruppe am 5’Ende charakterisiert ist
und als short interfering RNA (siRNA) bezeichnet wird (Elbashir et al. 2001a; Meister
and Tuschl 2004). siRNAs entstehen bei der Prozessierung langer dsRNA durch
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Dicer, einer ATP-abhangigen Ribonuklease Typ Il (Bernstein et al. 2001; Myers et
al. 2003; Bagasra and Prilliman 2004). Dicer bildet zusammen mit seinem
Interaktionspartner TRBP (human immunodeficiency virus transactivating response
RNA-binding protein) den RISC loading complex RLC (Chendrimada et al. 2005), der
die siRNAs in den Komplex siRISC inkorporiert und sie in einem ATP-abhangigen
Prozess entwindet. Der sogenannte passenger Strang wird dabei degradiert und der
guide Strang bleibt im RLC gebunden. Zur Bildung des RNA induced silencing
complex (siRISC) rekrutiert der RLC das Argonaut-Protein Ago-2 und eine DEAD-
Box Helikase (Carmell et al. 2002). Ago2 gehort wie Dicer zur Familie der Argonaut-
Proteine, die durch eine N-terminale PAZ Domane und eine C-terminale Piwi
Domane gekennzeichnet sind. Die PAZ Domane erkennt und bindet einzelstrangige
3'Uberhange von Nukeinsduren (Ma et al. 2004), wahrend die Piwi Domane als

Endonuklease fungiert.

SIRISC bindet die Ziel-mRNA aufgrund komplementarer Sequenzen, die durch die
siRNA vorgegeben werden und schneidet die gebundene mRNA. Die Schnittstelle
wird dabei durch das 5’ Ende der siRNA bestimmt, die 5’-Phosphatgruppe wirkt dabei
als so genannter Referenzpunkt fur die Schnittstelle (Elbashir et al. 2001b). Es wird
angenommen, das die Phosphorylierung des 5’Endes der siRNA in einem ATP-
abhangigen Prozess uUberpriuft und erneuert wird, um die siRNA fur mehrere RNAI

Ereignisse zur Verfugung zu stellen (Nykanen et al. 2001).
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Abb.3) RNA Interferenz. DsRNA wird von Dicer in 19-21 nt lange siRNAs prozessiert. Zusammen mit
TRBPbildet Dicer den RISC-loading complex RLC, der die siRNA in den RISC ladt und sie in einem
ATP-abhangigen Prozess entwindet. Dabei wird der passenger-Strang der siRNA degradiert, der
guide-Strang bleibt im RLC gebunden. Durch die Rekrutierung von Ago-2 und einer DEAD-Box
Helikase (H) wird der RISC gebildet. RISC bindet die Ziel-mRNA aufgrund komplementarer
Sequenzen und schneidet die gebundene mRNA. Eine weitere Klasse nicht-kodierender RNAs sind
die miRNAs. Sie werden endogen von RNA Polymerase |l Promotoren zunachst als lange priméare
Transkripte (pra-miRNAs) exprimiert und anschlieend durch Drosha und seinem Kofaktor DGCRS in
ca. 70 nt groRe prd-miRNAs prozessiert. siRNAs kdnnen endogen von shRNA-Expressionskassetten,
die einen RNA-Polymerase Il Promotor enthalten, exprimiert werden. Sowohl pra-miRNAs als auch
shRNAs werden mit Hilfe von Exportin-5 in das Zytoplasma der Zelle geschleust, wo beide von Dicer
prozessiert werden, indem die Haarnadelschleife entfernt wird. RNAI fihrt im Falle von siRNAs zur
Inhibition der Translation durch eine Degradation der Ziel-mRNA (1). Im Falle von miRNAs kdénnen
zwei verschiedene Mechanismen zur Inhibition der Translation fiihren. Bei einer vollstandigen
Ubereinstimmung der Ziel-mRNA mit der miRNA kommt es wie bei siRNAs zur Degradierung der Ziel-
mRNA (1). Die meisten tierischen miRNAs besitzen aufgrund von Mutationen und Sekundarstrukturen
keine vollstandige Ubereinstimmung mit ihrer Ziel-mRNA und es kommt zu einer Inhibition der
Translation durch die Repression der Ribosomen (2).
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Im Gegensatz zu siRNAs, die in Vertebraten nur als molekulares Werkzeug zur
Genanalyse eingesetzt werden und eine bestimmte Ziel-mRNA spezifisch inhibieren
konnen, werden microRNAs (miRNAs) endogen exprimiert und kdnnen mehrere Ziel-
MRNAs inhibieren (Shivdasani 2006). Sie bilden damit eine weitere Gruppe nicht-
kodierender, RNA Interferenz vermitteInder RNAs. Die erste miRNA wurde 1993 von
Lee et al in C. elegans identifiziert (Lee et al. 1993) und konnte bis heute in allen
héheren Eukaryoten nachgewiesen werden (Lim et al. 2003). Beim Menschen
wurden bisher mehr als 470 miRNAs identifiziert (Ford and Cheng 2008). Sie
machen im menschlichen Genom mehr als 3% der gesamten Gene aus und es wird
angenommen, dass etwa 30% der Gene durch miRNAs reguliert werden (Farh et al.
2005). Die Expression vieler miRNAs erfolgt dabei Gewebe-spezifisch oder in
Abhangigkeit vom Entwicklungsstadium einer Zelle. Diese regulierte Expression
spiegelt sich in einer Vielzahl verschiedenster Prozesse, wie Entwicklung,
Neurogenese, Hamatopoese, Stammzelldifferenzierung oder Apoptose wieder
(Houbaviy et al. 2003; Bartel 2004; Mattick and Makunin 2005; Zhao et al. 2007).
Aullerdem konnte gezeigt werden, dass das miRNA-Expressionsmuster wahrend der
Entwicklung verschiedener Erkrankungen wie z.B. Krebs verandert ist (Calin and
Croce 2006). MiRNAs werden endogen zunachst als lange primare Transkripte (pri-
miRNAs) von RNA Polymerase Il Promotoren exprimiert (Lee et al. 2004a) (Abb.3).
AnschlieBend werden durch das nukledare Enzym Drosha und seinem Kofaktor
DGCRS8 ca. 70 nt groRe pra-miRNAs aus der pri-miRNA herausgeschnitten, die
durch Exportin-5 in das Zytoplasma der Zelle transportiert werden (Lund et al. 2004).
Im Zytoplasma wird die pra-miRNA von Dicer erkannt und prozessiert, indem die
Haarnadelschleife entfernt wird. Im Gegensatz zu siRNAs, die ihre Ziel-mRNA im
siRISC degradieren, wurden bei den miRNAs zwei verschiedene Mechanismen zur
Inhibition der Ziel-mRNA identifiziert. Zunachst wird die miRNA vom Komplex
miRISC gebunden, der auRerdem die Ziel-mRNA erkennt und sie in der 3’ nicht-
translatierten Region (3’'UTR; 3’ untranslated region) bindet. MiRNAs, die wie siRNAs
zu ihrer Ziel-mRNA vollstandig komplementar sind degradieren die gebundene
MRNA (Palatnik et al. 2003; Xie et al. 2003). Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
die Mehrzahl der bis heute identifizierten tierischen miRNAs aufgrund von
Mutationen und ihrer Struktur nicht vollstandig komplementar zu ihrer Zielsequenz
sind und dadurch die Degradation der Ziel-mRNA verhindert wird (Rana 2007).
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Durch die unvollstandige Bindung bewirken sie vielmehr eine temporare Inaktivierung
der Genexpression durch eine Repression der Ribosomen wahrend der Translation
(Zeng et al. 2002). Der Aufbau des miRISC, der dem des siRISC sehr ahnlich zu sein
scheint, konnte bisher nicht eindeutig aufgeklart werden (Ding et al. 2005; Zhang et
al. 2007).

1.8 RNA Interferenz in der Gentherapie

Seit der Entdeckung der RNA Interferenz wurden mehrfach Versuche unternommen,
diese Technik in eukaryotische Zellen zu Ubertragen. Das zunehmende Verstandnis
der molekularen Mechanismen der RNA Interferenz ermoglicht ihre Entwicklung zu

einem Instrument fir genomische Genanalysen und therapeutische Ansatze.

Erste Versuche mit langer dsRNA in Saugetier-Zellen schlugen jedoch fehl — es
wurde eine Interferonantwort ausgelost, die zu einer generellen Unterdrickung der
Proteinexpression und schlieRlich zum Zelltod fuhrte (Gantier and Williams 2007),
(Reynolds et al. 2004). Die Aktivierung des Interferonsystems ist eine Antwort des
Immunsystems, die u.a. durch das Eindringen von dsRNA (z.B. virale dsRNA) in
Saugertierzellen induziert wird. Dabei kommt es zu einer unspezifischen Degradation
viraler und zellularer mRNA, was schliel3lich zu einer generellen, unspezifischen
Inhibition der Proteinbiosynthese fuhrt (Williams 1997; Sledz and Williams 2004).
Zusatzlich kann eine erhdhte Produktion von Interferonen und eine Hochregulierung
von Interferon-induzierten Genen mit antiviraler, antiproliferativer oder
proapoptotischer Aktivitat initiet werden (Kumar et al. 1994). Um den
therapeutischen Einsatz von siRNAs zu ermdglichen ist es erforderlich, die
Interferonantwort zu umgehen. 2001 konnten Tuschl et al. zeigen, dass dies durch
die Verwendung von dsRNA Molekulen, die zwischen 20-23 bp grof} sind und damit
die Produkte der Dicer-vermittelten Reaktion imitieren, moglich ist (Elbashir et al.
2001c). Die Mdglichkeit, effiziente siRNAs in vitro transkribieren oder chemisch
synthetisieren zu konnen, machten sie zu einem weit verbreiteten molekularen
Werkzeug funktioneller Genanalysen (Kittler et al. 2004; Zheng et al. 2004) aber

auch zu einem moglichen Ansatz fur Therapiestrategien gegen Tumorerkrankungen
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(Fuchs and Borkhardt 2007) und virale Infektionen (van Rij and Andino 2006).

Obwohl der therapeutische Nutzen von siRNAs unbestritten ist, dauert die Suche
nach einem geeigneten Vehikel flr deren Verabreichung an. SiRNAs koénnen in vitro
transfiziert werden, sind jedoch bedingt durch ihre Kurzlebigkeit und der Verdinnung
durch die Zellteilungsrate nur etwa 3-7 Tage aktiv. Fur eine therapeutische Strategie
ist die Wirkungsdauer von siRNAs nach Transfektion zu kurz. Deshalb wurden
Expressionskonstrukte entwickelt, die die siRNAs als shRNAs (short hairpin RNAS)
unter der Kontrolle eines RNA-Polymerase Ill Promoters exprimieren (lll and Chiou
2005). Short hairpin RNAs (shRNAs) sind invertierte Repeats, bestehend aus der
sense und antisense Sequenz einer siRNA, die durch eine Haarnadelschleife
miteinander verbunden sind und dadurch eine stem-loop Struktur ausbilden (Abb.3).
FUr ihre Expression in eukaryotischen Zellen werden shRNAs als so genannte
Expressionskassetten transfiziert. Diese Expressionskassetten bestehen aus einem
RNA-Polymerase Il Promotor, der shRNA und einer polyT-Sequenz und
ermdglichen sowohl eine hohe transiente Expression und, vor allem in Kombination
mit einem lentiviralen Vektor, eine stabile Expression in proliferierenden und
ruhenden Zellen (Fewell and Schmitt 2006). In hoheren Eukaryoten exprimieren RNA
Polymerase Ill Promotoren einer Vielzahl kurzer nuklearer und zytoplasmatischer
nicht-kodierender RNA (Paule and White 2000). Ein bekannter RNA Polymerase Il
Promotor ist der H1 Promotor, der flr die Expression der H1 RNA, der RNA-
Komponente der humanen nuklearen Rnase P, verantwortlich ist (Baer et al. 1990).
Myslinski et al. konnten anhand von in vitro und in vivo Transkriptionsstudien zeigen,
dass der H1 Promotor aus einer kompakten Struktur von nur 100 bp aufgebaut ist.
Innerhalb dieser Struktur liegen die fur die Transkription von RNA Polymerase |li
Promotoren notwendigen cis-wirkenden Sequenz-Elemente: das PSE (proximal
sequence element) und das DSE (dorsal sequence element) mit je einem Oktamer-
Motiv ATTTGCAT, eine TATA-Box und eine Staf Bindestelle. Die Besonderheit dabei
ist die aneinander grenzende Anordnung der Elemente, die eine kooperative
Interaktion der an die Elemente gebundenen Proteine des basalen
Transkriptionskomplexes vermuten lassen. Durch eine Transfektion der
beschriebenen shRNA-Expressionskassetten in die gewlnschte Zielzelle werden sie
im Zellkern exprimiert und in dem Exportin-5 und RanGTP vermittelten Transport in

das Zytoplasma transportiert. Dort werden sie als Substrat von Dicer erkannt und
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prozessiert, wobei die Haarnadelschleife entfernt wird und die funktionelle siRNA
entsteht (Yi et al. 2003) (Abb. 3).

1.9 RNA Interferenz und ihre Bedeutung in der

Gentherapie von HIV-1 Infektionen

2002 konnten verschiedene Arbeitsgruppen erstmals zeigen, dass synthetische
siRNAs, gerichtet gegen die beiden regulatorischen Proteine tat und rev, die
Infektidsitatsfaktoren vif und nef, und das Strukturprotein gag, die HIV-1 Replikation
und damit die Produktion von Virusnachkommen sowohl in humanen Zelllinien (HEK
293T und Jurkat-Zellen) als auch in primaren humanen Zellen (PBMCs = human
peripheral blood mononuclear cells) inhibieren kdnnen (Coburn and Cullen 2002;
Jacque et al. 2002; Lee et al. 2002; Novina et al. 2002; Boden et al. 2004). Neben
der Herunterregulierung viraler Proteine wurden auch zellulare Proteine, wie die HIV-
1 Korezeptoren CXCR4 und CCRS5, PARP-1 oder Cyclin T1, die fur den HIV-1
Lebenszyklus essentiell sind, inhibiert (Chiu et al. 2004; Kameoka et al. 2004). Diese
Ergebnisse beruhten auf einer durch transiente Transfektion synthetischer siRNAs

oder vektorbasierter shRNAs hervorgerufene Inhibition der ausgewahlten Proteine.

Um die Inhibition der Virusreplikation in einem Langzeitexperiment zu beobachten,
etablierten Das et al. eine transgene SupT1 Zelllinie mit stabiler shRNA-Expression
gegen einen Bereich der nef mRNA (SupT1™). Drei Wochen nach der HIV-1
Infektion traten hier jedoch virale escape Mutanten auf, die sich durch die nef-shRNA
nicht mehr inhibieren lieBen. PCR-Analysen der HIV-1 Mutanten wiesen neben
Nukleotidsubstitutionen auch einem kompletten oder einem Teilverlust der nef
Zielsequenz auf (Das et al. 2004). Boden et al. machten bei der Verwendung einer
shRNA gegen tat Protein ahnliche Beobachtungen (Boden et al. 2003). Zusatzlich
kann es neben derartigen Veranderungen der Primarstruktur durch den
Selektionsdruck einer shRNA auch zu Veranderungen der Sekundarstruktur der RNA
kommen, wodurch die Zielsequenz vor einem Angriff durch den siRISC-Komplex
verdeckt wird (Westerhout et al. 2005).

Die dargestellten Beobachtungen verdeutlichen die Notwendigkeit optimierter
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Strategien fur die Verwendung von shRNAs zu therapeutischen Zwecken. In den
letzten Jahren wurden zu diesem Zweck verschiedene Ansatze experimentell
untersucht. Insbesondere scheint es Erfolg versprechend zu sein, mehrerer shRNAs
gegen verschiedene hochkonservierte Bereiche viraler Proteine zu richten, um so die
Etablierung von escape Mutanten zu minimieren oder herauszuzdogern (von Eije et al.
2008). Dazu werden entweder mehrere shRNA Expressionskassetten von einem
lentiviralen Vektor (ter Brake et al. 2006) oder mehrere shRNAs von einem
polycistronischen miRNA Transkript durch nur einen RNA-Polymerase Il Promoter
exprimiert (Liu et al. 2008).

Um effiziente shRNAs zu identifizieren, besteht sowohl die Moglichkeit, sSiRNAs mit
speziellen Algorithmen zu entwerfen (Holen 2006; Shah et al. 2007) aber auch
shRNA-Bibliotheken zu verwenden. In den letzten Jahren wurde eine Reihe von
Computer-Programmen zum automatisierten Design von siRNAs entwickelt
(Henschel et al. 2004; Wang and Mu 2004; Yuan et al. 2004; Santoyo et al. 2005;
Naito et al. 2006). Um die Effizienz einer siRNA vorherzusagen, analysieren die
verwendeten Algorithmen sowohl charakteristische Sequenzmerkmale innerhalb der
siRNA und die mogliche Ausbildung von Sekundarstrukturen des sense und
antisense Stranges der siRNA als auch die Sekundarstruktur der Ziel-mRNA und das
Auftreten moglicher off-target Effekte. Dabei wird angenommen, dass die Effizienz
einer siRNA hauptsachlich durch die siRNA Sequenz selbst bestimmt wird.
Mittlerweile wurde eine Vielzahl von Regeln zum Entwurf einer effizienten siRNA
Sequenz aufgestellt, die auf experimentellen Daten verschiedener Arbeitsgruppen
beruhen (Reynolds et al. 2004; Jagla et al. 2005). Die Validierung der so
entstandenen siRNAs, zeigte jedoch, dass nur bei etwa 30-50% der siRNAs die
Effizienz korrekt vorhergesagt wurde. Diese Diskrepanz zwischen erwarteter und
tatsachlicher RNAI-Effizienz ist vermutlich darauf zurlckzufGhren, dass die
Gewichtung der aufgestellten Regeln fur die Bestimmung der siRNA-Sequenz nicht
bertcksichtigt wird und die Regeln in gleichem Male in die Erstellung der Sequenz
einflielRen (Li and Cha 2007). Problematisch bei der Verwendung dieser Design-
Programme bleibt aul3erdem, dass mdgliche effiziente siRNAs als ineffizient beurteilt

werden konnen.

Bei der Verwendung von si- und shRNA-Bibliotheken werden alle theoretisch
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moglichen siRNA-Sequenzen gegen die gewiunschte Ziel-mRNA synthetisiert und
anschliellend experimentell validiert. Die Validierung erfolgt im Optimalfall nach einer
geeigneten Selektion und Anreicherung potenter siRNA-Sequenzen. Die Herstellung
solcher Bibliotheken aus synthetischen Oligonukleotiden ist jedoch langsam und sehr
kostenintensiv. Daher werden zunehmend molekularbiologische Techniken
entwickelt, mit denen Bibliotheken schnell und kostengunstig produziert und validiert
werden kdnnen (Luo et al. 2004; Sen et al. 2004; Shirane et al. 2004).
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2 Ziele der Arbeit

Bisher wurden siRNAs bzw. shRNAs gegen HIV mittels spezieller o6ffentlicher
Algorithmen entworfen. Im  Hinblick auf einen etwaigen Einsatz in
gentherapeutischen Studien muss die Effizienz und mogliche toxische Effekte
solcher Sequenzen eingehend untersucht werden. Auch das Auftreten von viralen
escape-Varianten gegen einzelne si- bzw. shRNA-Spezies spricht fur die
Notwendigkeit von mehreren hochkonservierten und effizienten inhibitorischen
Sequenzen. Aufgrund der kostenintensiven Produktion und Evaluierung einer
synthetisch hergestellten siRNA-Bibliothek und ihren limitierten Eigenschaften fur
eine nachhaltige Strategie zur HIV-Therapie, sollten in der vorliegenden Arbeit zum
ersten Mal potente shRNAs gegen HIV-1 aus einer randomisierten shRNA-Bibliothek
selektiert werden. Zu diesem Zweck sollte eine randomisierte shRNA-Bibliothek auf
der Basis von pNL4.3 konstruiert werden. Fur die Selektion potenter shRNAs sollten
aulRerdem HIV-1 spezifische Selektionszelllinien etabliert werden, die eine Fusions-
MRNA aus der Thymidinkinase von Herpes-Simplex Virus und cDNA-Fragmenten
von HIV-1 exprimieren wurden und eine Positivselektion potenter shRNAs nach
Ganciclovirbehandlung ermdglichen sollten. Zur Validierung der selektierten shRNAs
sollten HIV-1 spezifische Luziferase-Assays durchgefuhrt werden. Die anschlieRende
Charakterisierung der selektierten und validierten shRNAs wirde anhand
struktureller als auch funktioneller Analysen durchgefiihrt werden. Um die
Konvertibilitat der shRNA-Bibliothek zu Uberprifen, sollte das inhibitorische Potential
der RNA Polymerase Ill gesteuerten shRNAs mit dem von synthetischen siRNA-
Derivaten oder shRNA-Derivaten in einer miRNA-Umgebung gegenuber gestellt
werden. Im Hinblick auf einen mdglichen gentherapeutischen Einsatz sollten mittels
lentiviralem shRNA-Transfer stabil transduzierte HIV-1 permissive HeLa-P4-Zelllinien
etabliert werden, um eine madgliche Inhibition der Infektion mit HIV in vitro Gberprifen

zu konnen.
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3 Material und Methoden

3.1 Zellkulturmaterial

Zellkulturmedien, Puffer und Zusatze wurden von Biochrom AG (Berlin, Deutschland)
bezogen. Plastikware fir die Zellkultur wurde von TPP (Trasadingen, Schweiz), Nunc
(Roskilde, Danemark) oder BD Biosciences (Falcon™; Franklin Lakes, USA)

bezogen.

3.2 Chemikalien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden entweder von Roth
(Karlsruhe, Deutschland) oder Sigma-Fluka (Buchs, Schweiz) erworben. Agarose

wurde von Peqlab (Erlangen, Deutschland) bezogen.

3.3 Maedien und Puffer

Blockierungspuffer 10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 % Magermilch, 2 %

(Western Blots) BSA, 0,1 % Tween-20, (pH 7,4 — 7,6)

DNA Probenpuffer 20% Ficoll-400, 0,025% Xylencyanol, 0,025%
Bromphenolblau (kann 1% SDS enthalten)

dYT (11) 16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, pH 7,
autoklavieren

Inoue- 10 mM PIPES (pH 6,7), 55 mM MnCl;, 15 mM CaCl,, 250

Transformationspuffer mM KCI; 0,2 pm filtern und bei -20°C lagern

2 x HeBS Puffer 280 mM NacCl, 50 mM HEPES, 1,5 mM Na;HPO,4 (pH
7,05)

Kochsalzpuffer 0,5 M NaCl, 1 mM EDTA

(Isolierung von DNA)
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Kristallviolett (Lenti)
LB (11)

LB Agar

20 x S-PBS (21)

Oligonukleotid
Annealingpuffer

5 x Proteinprobenpuffer

Puffer A

2 x RNA Ladepuffer

10 x SDS Laufpuffer

(SDS-PAGE)
SOB (11)

SOC
20 x SSC Puffer
Transferpuffer

(Western Blots)
50 x TAE Puffer (11)
Tail Lysis Buffer

10 x TBE Puffer

TE Puffer
10 x MOPS Puffer

Material und Methoden

2% Kristallviolett in 3% Formaldehyd und 10% Ethanol

10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl, (pH 7),
autoklavieren

LB mit 15 g/l Agar, autoklavieren und bei 55°C mit
entsprechenden Antibiotika versetzt in Platten giel3en

14 g NaCl, 2,76 g NaH,PO,*H,0, 3,12 g NaH,P0,*2H,0,
10,88 g KoHPO4, (pH 7,6)

30 mM Hepes (pH 7,4), 100 mM Kac, 2 mM MgAc, 1 mM
EDTA

mM Tris (pH 6,8), 20% Glycerol, 5% SDS, 0,025%
Bromphenolblau, 65 frisch: 5% B-Mercaptoethanol

50 mM PIPES, pH 7, 50 mM KCI, 2 mM MgCl,, 5 mM
EGTA, protease complete ocktail (Roche)

95% Formamid, 0.025% SDS, 0.025% Bromophenolblau,
0.025% Xylencyanol, 0.025% Ethidiumbromid, 0.5 mM
EDTA

0.25 M Tris; 2 M Glycin; 1 % SDS

20 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 0,5 g NaCl, 2,5 mM KCI
(pH 7,0), autoklavieren, frisch: 10 mM steriles MgCl,
wie SOB, jedoch zusatzlich mit 20 mM Glukose (frisch)
3 M NaCl; 0,3 M Trinatriumcitrat (pH 7)

25 mM Tris (pH 8,3), 150 mM NaCl, 20% Methanol

242 g TrisBase, 57,1 ml Eisessig, 100 ml 0,5 M EDTA (pH
8,0)

100 mM Tris (pH 8,5), 200 mM NacCl, 0,2% SDS, 5 mM
EDTA, frisch: 0,2 — 2 mg/ml Proteinase K

108 g Tris Base, 55 g Borsaure, 20 ml 0,5 M EDTA (pH
8,0)
10 mM Tris (pH 8), 1 mM EDTA

0,4 M MOPS (2-(N-Morpholino)-propansulfonsaure;
pH 7), 0,1 M NaAc, 10 mM EDTA; mit DEPC Wasser
ansetzen, steril filtern, kiihl und dunkel lagern
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3.4 Kits und Enzyme

Sequenzierung

DNA Praparation

RNA Praparationen

Gelextraktion
PCR clean-up

MRNA Praparation

Luziferase Assay

p24 Antigen-ELISA

Restriktions-
endonukleasen

Klenow-Fragment

LR Clonase® Il Enzyme
Mix

Mung Bean Nuclease

¢ 29 Polymerase
Proteinase K
Phosphatasen

anorganische
Pyrophosphatase

T4 DNA Polymerase
T4 DNA Ligase

BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

dGTP BigDye® Terminator v3.0 Cycle Sequencing Kit

(PE Applied Biosystems; Massachusetts, USA)

NucleoSpin Plasmid, NucleoSpin Multi-96 Plus Plasmid,

NucleoBond PC 500
Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

NucleoSpinExtractll
Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

NucleoTrap mRNA
Macherey-Nagel (Duren, Deutschland)

Luciferase Assay Reporter Kit

Promega (Mannheim, Deutschland)
INNOTEST® HIV Antign mAB
INNOGENETICS (Gent, Belgien)

Fermentas (Leon-Roth, Deutschland)

New England Biolabs (NEB, Ipswich, England)
Fermentas (Leon-Roth, Deutschland)

Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland)

NEB (Ipswich, England)

Fermentas (Leon-Roth, Deutschland)
Fermentas (Leon-Roth, Deutschland)

Antarctic Phosphatase (NEB,Ipswich, England)

Fermentas (Leon-Roth, Deutschland)

Fermentas (Leon-Roth, Deutschland)

Rapid ligation kit (Fermentas; Leon-Roth, Deutschland)
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thermophile Taq DNA Polymerase
DNA Polymerasen (Fermentas,Leon-Roth, Deutschland),

PuReTaq Ready-To-Go™ PCR Beads

(GE Healthcare; Piscataway, USA),

Pfu DNA Polymerase (Promega, Madison, USA)

Phusion™ High Fidelity DNA Polymerase (NEB,Ipswich,

England)

3.5 Antikorper

Antigen Isotyp Firma Verdlnnung
HSV-TK polyklonal Hase Prof. W.C. Summers | 1:5000

Yale University

Hsp70 monoklonal Maus BD Pharmingen 1:1000
Maus IgG polyklonal Ziege Sigma 1:3000
Hase I1gG polyklonal Ziege Sigma 1:3000

3.6 Oligonukleotide

3.6.1 Primer

RCA-Primer

RCA1 5 ACTGGTAA 3’
RCA2 5 GCCGTCGT &

Klonierungsprimer

5 TK-Sal | 5 GATCGTCGACCAGTGTGGTTTTGCAAGAGG 3
3’ TK-Sal | 5 GATCGTCGACTCAGTTAGCCTCCCCCATC 3
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5 TKpA-BamH |
3’ TKpA-Xba |

5 HIV-1.1- Xho |
3’ HIV-1.1-BamH |
5" HIV-1.2- Xho |
3’ HIV-1.2-BamH |
5 HIV-1.3- Xho |
3’ HIV-1.3-BamH |
5" puro-Xma |

3’ puro-Bpu 1102 |
TA-sense
TA-antisense

Sequenzierprimer
PENTR-Derivate

3’Entr all

5Entr 2
DTOPO_H1
DTOPO_superd’

Sequenzierprimer
pLenti-Vektoren

3’Lenti
5’Lenti

Sequenzierprimer
shRNA-Vektoren

H1 min

super3’

Nested PCR-Primer

H1 forward
H1 reverse
H1-1
super3d’

Klonierung
der Bibliothek

3’ loop

Material und Methoden

5" GATCGGATCCAACACGGAAGGAGACAATACC 3

5 GATCTCTAGAGGGACCCCGTCCCTAACC 3

5 GATCCTCGAGTGGAAGGGCTAATTTGGTCC 3

5 GATCGGATCCAGAAAATTCCCTGGCCTTCC 3’

5" GATCCTCGAGGGCCAGGGAATTTTCTTCAG 3

5 GATCGGATCCTAACTTCACTAAGGGAGGGG 3

5 GATCCTCGAGATACCCCTCCCTTAGTGAAG 3’

5 GATCGGATCCTTGTTCCATCTGTCCTCTG 3’

5 GATCCCCGGGATGACCGAGTACAAGCCC 3

5 GATCGCTTAGCTCAGGCACCGGGCTTGCG &
S’GATCTCCAGTTCTGAATTGGCCAGTACACAAATGGA 3
5 AGCTTCCATTTGTGTACTGGCCAATTCAGAACTGGA 3’

5 GGTGCTAGCGAGCTATTT 3

5 CTAGCGAGCTATTTCTAGAAC 3’

5 CACCAATATTTGCATGTCGCTATGTG &
5 CACCAGGTCGACGGTATCGATAAG 3

5 GGTTAGGGATAGGCTTACC 3
5 GGTGGAATTCTGCAGATATC 3

5 AATATTTGCATGTCGCTATGTGTTCTG 3’
5 AGGTCGACGGTATCGATAAG 3

5 AATTCGAACGCTGACGTCATCAAC 3
5 GAGCTATTTAAATCGATTGGTACCG &
5 AATATTTGCATGTCGCTATGTG &

5 AGGTCGACGGTATCGATAAG 3

5 GTTGAATCCCGGTTCAAGAGACCGGGATCCAAC 3
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5’ loop

miRNA-
Expressionskassetten

(ohne
., Nukleotidblasen*)

gag/pol6-sense

gag/pol6-antisense

gag/pol10-sense

gag/pol10-antisense

gag/pol20-sense

gag/pol20-antisense

scr-DD-top

scr-DD-bot

miRNA-
Expressionskassetten

mit
,Nukleotidblasen*)

gag/pol6-top

gag/pol6-bot

gag/pol10-top

gag /pol10-bot

gag/pol20-top

gag/pol20-bot

scr-DD-top

Material und Methoden

5 GGAGAGACTCACTGGCCGTCGTTTTACCAGTGAAGAT
CTCCN[N~Q] 3

5 TGCTGCTGCTTCTGAGAGGGAGTTGTGTTTTGGCCAC
TGACTGACACAACTCCCTCTCAGAAGCAG 3

5 CCTGCTGCTTCTGAGAGGGAGTTGTGTCAGTCAGTGG
CCAAAACACAACTCCCTCTCAGAAGCAGC 3

5 TGCTGCACTAAGGGAGGGGTATTGACGTTTTGGCCAC
TGACTGACGTCAATACCCCCCCCTTAGTG 3

5 CCTGCACTAAGGGGGGGGTATTGACGTCAGTCAGTGG
CCAAAACGTCAATACCCCTCCCTTAGTGC 3’

5 TGCTGATTGTGACGAGGGGTCGCTGCGTTTTGGCCAC
TGACTGACGCAGCGACCCCCCGTCACAAT 3

5 CCTGATTGTGACGGGGGGTCGCTGCGTCAGTCAGTG
GCCAAAACGCAGCGACCCCTCGTCACAATC 3’

5  TGCTGTTACGCTTCTTAAATACTCCTGTTTTGGCCAC
TGACTGACAGGAGTATTTTTGAAGCGTAA 3

5 CCTGTTACGCTTCAAAAATACTCCTGTCAGTCAGTGG
CCAAAACAGGAGTATTTAAGAAGCGTAAC 3’

5 TGCTGCTGCTTCTGAGAGGGAGTTGTGTTTTGGCCAC
TGACTGACACAACTCCCTCAGAAGCAG 3

5 CCTGCTGCTTCTGAGGGAGTTGTGTCAGTCAGTGGCC
AAAACACAACTCCCTCTCAGAAGCAGC 3’
5 TGCTGCACTAAGGGAGGGGTATTGACGTTTTGGCCAC
TGACTGACGTCAATACCCCCCTTAGTG 3

5 CCTGCACTAAGGGGGGTATTGACGTCAGTCAGTGGCC
AAAACGTCAATACCCCTCCCTTAGTGC 3

5 TGCTGATTGTGACGAGGGGTCGCTGCGTTTTGGCCAC
TGACTGACGCAGCGACCCCGTCACAAT 3

5 CCTGATTGTGACGGGGTCGCTGCGTCAGTCAGTGGC
CAAAACGCAGCGACCCCTCGTCACAATC 3

5  TGCTGTTACGCTTCTTAAATACTCCTGTTTTGGCCAC
TGACTGACAGGAGTATTTGAAGCGTAA 3
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scr-DD-bot 5 CCTGTTACGCTTCAAATACTCCTGTCAGTCAGTGGCC
AAAACAGGAGTATTTAAGAAGCGTAAC 3

3.6.2 Synthetische siRNAs

Synthetische siRNAs wurden von der Firma Qiagen (Hilden,Deutschland) als
einzelstrangige RNA-Oligonukleotide bezogen. Die sense und antisense-Strange

wurden wie beschrieben annealed.

3.7 Escherichia coli Stamme

XL1-Blue: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F" proAB lacl®
ZAM15 Tn10 (Tet")]

DB3.1™: F" gyrA462 endA A (sr1-recA) mcrB mrr hsdS20 (rg” mg’) supE44 aral14
galK2 lacY1 proA2 rpsL20 (Str?) xyl5 A” leu mtl1

StblI3™: F* mcrB mrr hsdS20 (rg" mg’) recA13 supE44 ara14 galK2 lacY1 proA2
rpsL20 (Str) xyl5 A” leu mtl1

3.8 Methoden zur Praparation, Propagation und Analyse
von DNA

3.8.1 Herstellung kompetenter Bakterien nach Inoue

Ultrakompetente Bakterien wurden nach der Methode von Inoue (Sambrook and
Russell 2000) hergestellt. Dafur wurde zunachst eine klonale Starterkultur vom
gewulnschten Stamm in SOB inokuliert und 6-8 h bei 37°C geschuttelt (225 rpm).
Jeweils 10, 4 oder 2 ml der Starterkultur wurden in 250 ml SOB Medium Uberfuhrt
und UN bei 18°C geschiittelt. Bei ODgoo = 0,55 wurde die UN Kultur auf Eis 10’
inkubiert und (10°,2500 g, 4°C) pelletiert. Die Pellets wurden von allen Medienresten
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befreit, vorsichtig in 80 ml Inoue Transformationspuffer (4°C) resuspendiert und
erneut pelletiert. Pellets wurden wieder von allen Mediumresten befreit und in 10 ml
Inoue Transformationspuffer (4°C) resuspendiert. Nach Zugabe von 0,75 ml DMSO
wurden 100 pl Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -70°C
gelagert.Durch diese Methode wurde eine Transformationseffizienz von 2 x 107 — 108
Kolonien/ug pUC18 DNA erzielt.

3.8.2 Plasmid DNA Préaparation

Plasmid DNA wurde in E. coli transformiert. High-copy Plasmide wurden in LB
Medium und low-copy Plasmide in dYT Medium UN propagiert. Die Selektion erfolgte

mit entsprechenden Antibiotika in folgenden Konzentrationen:
Ampicillin: 150 pg/ml

Kanamycin: 30 ug/ml

Spectinomycin: 30 ug/mli

Transformation von Plasmid DNA: 1 ng Plasmid DNA wurde bei 4°C, fur 20’ mit

100 pl kompetenten Bakterien inkubiert. Danach erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C im

Wasserbad fur 90”. Danach wurden die Bakterien 3’ auf Eis inkubiert. Die Expression
des Resistenzmarkers erfolgte mit 500 pl SOC Medium bei 250 rpm, 37°C fur 1 h.
Die transformierten Bakterien wurden dann auf LB Agarplatten mit entsprechendem
Antibiotikum bei 37°C UN inkubiert.

Isolation von Plasmid DNA: Plasmid DNA wurde aus klonalen UN Kulturen isoliert.

Far die Analyse von Klonierungsreaktionen wurde Plasmid DNA aus jeweils 1 ml der
UN Kultur mit Silicagel Praparationsséaulen nach alkalischer Lyse der Bakterien
isoliert. FUr die Analyse von Klonierungsreaktionen der shRNA-Expressionskassetten
in pPENTR/TA wurde Plasmid DNA aus jeweils 1,5 ml der UN Kultur im 96 well Format
wie oben beschrieben isoliert. Plasmid DNA, die in eukaryotische Zellen transfiziert
werden sollte, wurde uber lonenaustauschsaulen isoliert. Die Praparation erfolgte

nach Herstellerangaben.
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3.8.3 Praparation genomischer DNA

Eukaryotische DNA wurde nach Lyse von Zellen in Tail Lysis Buffer mit 0,5 — 2
mg/ml Proteinase K bei 56°C mit einem Volumen Isopropanol prazipitiert. FUr das
Screening effizienter shRNA-Expressionskassetten wurden die Zellen in 96 well
Mirotiterplatten lysiert (50 pl) und die DNA mit einem Volumen Isopropanol
prazipitiert und pelletiert (60°, 3000 g, 4°C). Nach Inversion der Platten Uber einen
Filterpapierstapel wurde die DNA mit 70% Ethanol gewaschen (60’, 3000 g, RT) und
ca. zwei Stunden an der Luft getrocknet. Getrocknete genomische DNA wurde in 35

Ml vorgewarmten TE-Puffer (37°C) resuspendiert..

3.8.4 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentration DNA haltiger Losungen wurde nach Verdinnung in TE

spektrophotometrisch bei 260 nm nach folgender Formel berechnet:
C= ODzeo x 50 mg/ml

Der Koeffizient OD2g/OD2gy sollte mindestens 1,8 betragen damit eine
Kontamination durch Proteine ausgeschlossen werden kann. Zusatzlich wurde die
Konzentration visuell gegenuber eines Leiter Standards mit bekannten DNA Mengen

bestimmt.

3.8.5 Trennung und Visualisierung von DNA

Native Polyacrylamid Gelelektrophorese: DNA Molekile unter einer Grofe von

100 bp (annealed Oligonukleotide, Zwischenprodukte der Konstruktion der shRNA-
Bibliothek) wurden Gber 20% Polyacrylamid in TBE Uber vertikale Gelelektrophorese
bei 200 V aufgetrennt. Die Extraktion gewlnschter Banden erfolgte nach Elution aus
dem entsprechenden Gelfragment in (Kochsalzpuffer (0,5 M NaCl, 1 mM EDTA)
schuttelnd fur 1 h bei 50°C. Danach konnte die DNA aus dem Eluat alkoholisch

gefallt werden.

Agarose Gelelektrophorese: Die Trennung der DNA erfolgte entweder mit TAE (5
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V/cm) bei Routinelaufen oder mit TBE (1 V/cm, UN) fiir Southern Blots. Gele wurden
mit 100 ng/ml Ethidiumbromid vorgefarbt.

UV-vermittelte Visualisierung von DNA: Ethidiumbromid interkalierende DNA konnte

mit UV Licht (305 nm) visualisiert werden. Aufnahmen wurden mit einer CCD Kamera
gemacht. Zur Exzision DNA haltiger Banden wurde das Gel bei 365 nm exponiert,

um mogliches cross-linking zu minimieren.

3.8.6 Restriktionsendonuleolytische Spaltung von DNA

Restriktionsendonukleolytische Spaltung von Plasmid DNA: 1 ug DNA wurde in 50 pl

Gesamtvolumen mit dem zehnfachen Uberschuss am gewiinschten Enzym (10 U/ug)

1 — 2 h bei der optimalen Temperatur mit dem vorgesehenen Puffer inkubiert.

Partielle_endonukleolytische Spaltung von Plasmid DNA: Vier Ansatze mit je 3 g

DNA und einer 1:5er Verdunnungsreihe des gewunschten Enzyms — beginnend bei
10 U im ersten Ansatz — wurden 10’ bei der optimalen Temperatur inkubiert. Die
Reaktion wurde durch Zugabe von DNA Probenpuffer mit 1% SDS gestoppt und die

gewulnschte Bande Uber Gelextraktion aufgereinigt.

Fragmentierung der cDNA von HIV-1: 5 ug cDNA wurde in 20 pl mit 1 x 10> U
DNase | fragmentiert (10°, 37°C). Die Reaktion wurde durch vortexen (30”) und Hitze

(10’, 65°C) gestoppt. Zur Isolierung der gewiunschten Fragmentgroflen wurde die

Reaktion auf TBE-Gelen aufgetrennt und isoliert.

3.8.7 DNA Sequenzierung

Die DNA Sequenzierung erfolgte nach der Sanger Methode (Sanger et al. 1977) mit
differentiell ~ fluoreszenzmarkierten, zu Kettenabbrichen flhrenden 2'-3’-
Didesoxyribonukleotiden. Die Einzelstrang PCR Reaktionen wurden in 10 pl
Totalvolumen angesetzt. Standart Einzelstrang PCRs flur die Sequenzierung von
Plasmid-DNA enthielten 100 - 250 ng Template-DNA sowie 3,3 pmol
Sequenzierprimer und 1 pl BigDye EnzymMix in 1 x Reaktionspuffer und wurden mit

einer funfminatigen Denaturierung (5°, 94°C) initiiert. Es folgten 30 Zyklen mit
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Denaturierung (30", 94°C), Primerhybridisierung und Elongation (2'10”, 60°C).

Fir die Sequenzierung der shRNA-Expressionskassetten im Vektorhintergrund
PENTR/TA wurde ein optimierter Einzelstrang PCR Ansatz angewendet. Es wurden
das BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit und das dGTP BigDye®
Terminator v3.0 Cycle Sequencing Kits (applied biosystems) in einem Verhaltnis von
3:1 und zusatzlich 0,83 M Betaine eingesetzt. Die Reaktionen enthielten in einem 10
Ml Totalvolumen weiterhin 300 ng Plasmid-DNA sowie 3,3 pmol Sequenzierprimer.
Als PCR Programm wurde eine TouchDown PCR angewendet. Im initialen
Denaturierungsschritt (5’, 98°C) enthielt der Reaktionsansatz lediglich Plasmid-DNA
und Sequenzierprimer. Fur die darauf folgenden 30 Zyklen mit Denaturierung
(107, 98°C) sowie Primerhybridisierung und Elongation bei sinkenden Temperaturen
(307, 75°C; 30”, 70°C; 607, 65°C; 60”, 60°C; 60”, 55°C) wurden die Ubrigen oben
genannten Komponenten hinzugefugt. Durch die sinkenden Temperaturen wahrend
der Primerbindung und der Elongation sollte eine spezifische Primerbindung

unterstitzt werden.

Die Sequenzen wurden im Sequenzierlabor des Center of Genomics cologne
gelesen. Die Analyse erfolgte mit Chromas Software Version 2,33 (Technelysium,

Tewantin, Australia).

3.8.8 Spezifischer Nachweis und Ampifikation von DNA mittels
PCR

Die Polymerasekettenreaktionen (PCR: polymerase chain reaction) wurden nach der
1987 beschriebenen Methode (Mullis and Faloona 1987) routinemalig mit 5 ng
Plasmid DNA oder 50 — 500 ng genomischer DNA als Template angesetzt. Die
sense und anti-sense Primer wurden so gewahlt, dass sie hochkonservierte 18 — 25
nt lange Sequenzen enthielten, bei ca. 60°C hybridisieren konnten, keine
Sekundarstrukturen ausbilden konnten und wenn maglich mit den Basen Cytosin
oder Guanosin am 3’ Ende ausgestattet waren. Die Reaktionen wurden nach Bedarf
in 10 — 50 pl Totalvolumen nach Herstellerangaben (bei den Kits) mit je 10 pmol der
jeweiligen Primer, 200 yM dNTPs und dem mitgelieferten Puffer auf Eis angesetzt

und sofort auf die entsprechende Denaturierungstemperatur eingestellt (Hotstart).Die
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PCR Reaktion began standartmafig mit einer zweiminutigen initialen Denaturierung
(2, 94°C, 98°C bei Phusion™) gefolgt von 20 — 60 Zyklen von Kkurzen
Denaturierungen (10" — 20”), Primerhybridisierungen (20” — 307, Tn+3°C bei
Phusion™)) und Elongationen (1°'/kb bei Taq Polymerase, 2’/kb bei proof-reading
Polymerasen sowie 30”/kb bei Phusion™) bei 68°C (proof-reading Polymerasen)
oder 72°C (Taq und Phusion™). Die Reaktionen wurden nach einer finalen

funfminltigen Elongation (5’, 72°C) beendet.

3.8.9 PCR-Anwendungen

Kolonie PCR: Diese Methode wurde angewandt, um eine Vorauswahl zu pickender
Kolonien bei komplizierten Klonierungsreaktionen mit vielen falschpositiven Kolonien
zu treffen. Als Template diente hierbei Material einer Kolonie in der Grolie etwa einer
Stecknadelspitze. Die initiale Denaturierung gentgte, um auch die Bakterien zu

lysieren und deren DNA freizusetzen. Die PCR bestand aus 20 — 25 Zyklen.

Temperaturgradienten PCR: Die Gradienten PCR wurde zur Bestimmung der

optimalen Annealing- und Elongationstemperaturen angewendet. Die PCR wurde wie
oben fur die Tag-Polymerase beschrieben angesetzt. Fur die Optimierung der
Annealingtemperatur wurde ein Temperaturgradient im Bereich von 56°C — 68°C
gewahlt, fur die Optimierung der Elongationstemperatur ein Temperaturgradient im
Bereich von 64°C — 78°C. Die Reaktionen wurden nach der PCR auf Agarosegelen

analysiert.

Nested PCR: Diese Methode wurde angewandt, um die shRNA-

Expressionskassetten aus der genomischen DNA der Selektionszelllinien starker

amplifizieren zu koénnen. Dafur wurde in einer ersten PCR mit Hilfe der Tag-
Polymerase ein Fragment von 350 bp amplifiziert (30 Zyklen), das das endgultige
Produkt beinhaltet. Das Amplikon der ersten Reaktion wurde dann als Template fir
die zweite Tag-Polymerase gesteuerte PCR verwendet, die ein PCR-Produkt von

175 bp generiert und aus 30 Zyklen bestand.

Rolling cirlce_ampilification (RCA): Fur die Synthese des komplementaren Stranges
der shRNAs wahrend der Konstruktion der shRNA-Bibliothek wurde die RCA

eingesetzt. Der Reaktionsansatz bestehend aus Template-DNA, 50 pmol RCA-
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Primern (RCA 1 und 2), 0,01 U Pyrophosphatase, 10 U ¢ 29 Polymerase und 200 uM
dNTPs wurde in 20 ul Totalvolumen angesetzt. Fur die Amplifikation waren keine
Zyklen bei verschiedenen Temperaturen notwendig. Die Reaktion wurde U.N. bei
30°C inkubiert. AnschlieRend wurde die ¢ 29 Polymerase inaktiviert (10°, 65°C). Das
entstandene DNA-Konkatemer wurden fur anschlieBRende endonukleolytische

Spaltungen alkoholisch gefallt.

3.9 Klonierung

3.9.1 Manipulation kohasiver DNA-Enden

Manipulation 5’ oder 3’ vorstehender DNA Enden: 1ug Plasmid DNA wurde mit dem

gewunschten Restriktionsenzym geschnitten und anschlieRend im selben Ansatz 30’
mit 5 U T4 DNA Polymerase sowie 10 U Klenow Fragment und 200 yM der vier
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) inkubiert. Das Enzym besitzt eine 3' -5’
Exonukleaseaktivitat und generiert blunt ends aus 3 Uberhéngen. Die hohe
Prozessivitat bei ihrer 5—3’ Polymeraseaktivitat kann dartber hinaus zum Aufflllen
von 5 Uberhdngen genutzt werden. Die Reaktion wurde anschlieRend Hitze
inaktiviert (10°, 70°C).

Generierung von blunt ends aus 5 Uberhdngenden DNA Enden: 1ug geschnittene
Plasmid DNA wurde 30’ bei 30°C mit 1 U Mung Bean Nuclease in 1 x Mung Bean

Nuclease Puffer inkubiert, um den 5 Uberhang abzubauen. Die Reaktion wurde

durch Zugabe von DNA Probenpuffer mit 1% SDS gestoppt.

3.9.2 Dephosphorylierung von DNA-Enden

Vektor DNA wurde nach endonukleolytischer Spaltung fur blunt end Ligationen an
den 5 Enden dephosphoryliert, um Sebstligation zu verhindern. Dazu wurde der
Restriktionsansatz mit 1 pug Plasmid DNA mit 1 x Antarctic Phosphatase Puffer
aufgeflllt und 15’ mit 5 U Antarctic Phosphatase bei 37°C inkubiert. Das Enzym

wurde anschlieRend 5’ bei 65°C denaturiert.
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3.9.3 Ligation

50 ng Vektor DNA wurde mit einem molaren Verhaltnis von 1:3 zum entsprechenden
Insert in 20 pl Totalvolumen und 5 U T4 DNA Ligase in 1 x rapid ligation buffer 5 —
30’ bei Raumtemperatur inkubiert. Fir die Ligation von annealed Oligonukleotiden

und Vektor wurden 80 ng Insert und 50 ng Vektor 30’ ligiert.

3.9.4 Ligation von 3’ loop und 5’ loop an DNA-Fragment

Fir die Ligation von 3’ loop und 5’ loop an die fragmentierte cDNA, wurden zunachst
die 3 Jloop- und & Jloop-Oligonukleotide in Oligonukleotid-Annealingpuffer
intramolekular hybridisiert (1’, 90°C; 60’, 37°C), wobei sie aufgrund komplementarer
Nukleotide eine Haarnadelschleife ausbilden. 3’ loop und 5’ loop wurden in einem
Verhaltnis von 1: 3 an die framgentierte cDNA ligiert (1h, RT, Rapid ligation kit).

3.9.5 Klonierung des Selektionsvektors pENTR/HSV-TK/HIV-1/pA

Zur Herstellung von Hela-Selektionszellinien zur Positivselektion der HIV-1
spezifischen shRNA-Bibliothek wurde der Vektor pENTR/HSV-TK/HIV-1/pA
konstruiert. Dieser beinhaltet eine Kassetten zur Expression einer Fusions-mRNA,
bestehend aus dem Thymidinkinase-Gen (HSV-TK + P) und der polyA Sequenz von
Herpes Simplex Virus Typ 1 und einem Fragment von pNL4.3, einem molekularen
Klon von HIV-1. Zunachst wurde der Vektor pENTR/HSV-TK/pA konstruiert. Dazu
wurde der Vektor pENTR/siRNAH1 mit Xho | geschnitten und dephosphoryliert.
HSV-TK + P sowie die polyA-Sequenz wurden mit Pfu Polymerase mittels PCR aus
dem Vektor pRAPIDflit PCR amplifiziert. Im nachsten Schritt wurde HSV-TK + P
uber die von den Primern eingefuhrten Sal | Schnittstellen in den Xho |
geschnittenen pENTR/siRNAH1 kloniert. Die richtige Orientierung von HSV-TK + P
wurde nach Amplifikation in XL-1 Blue E.coli und Isolierung des generierten Vektors
PENTR/HSV-TK/ pA durch eine endonukleolytische Spaltung mit SnaB | und Xba |
uberpruft. AnschlieRend wurde eine ausgewahlter positiver Klon zur Ligation der
polyA Sequenz mit Xba | und BamH | geschnitten und das polyA PCR-Produkt Uber

die von den Primern eingefuhrten Schnittstellen kloniert. Der entstandene Vektor
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PENTR/HSV-TK/pA wurde in XL-1 Blue amplifiziert. Nach einer analytischen

endonukleolytischen Spaltung wurden mehrer Klone sequenziert.

Einer der positiv sequenzierten Klone wurde fir die Klonierung der HIV-1 Fragmente
mit BamH | und Sal | geschnitten. Die drei HIV-1 Fragmente HIV-1.1, HIV-1.2 und
HIV-1.3 wurden von der Pfu Polymerase mittels PCR aus dem Vektor pNL4.3
amplifiziert. AnschlieRend wurden das PCR-Produkt Uber die von den Primern
eingefuhrten BamH | und Xho | Schnittstellen in den BamH [ und Sal | geschnittenen
PENTR/HSV-TK/pA kloniert. Die resultierenden Vektoren wurden nach Amplifikation

in XL-1 Blue sequenziert.

3.9.6 Klonierung der miRNA- Expressionsvektoren

Die miRNA-Expressionsvektoren erfolgte nach Herstellerangaben, die im Manual
ViraPower™ Lentiviral Expression System (Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland)
beschrieben sind. Fiir die Expression der miRNAs wurde der Vektor pcDNA™ 6.2-
GW/EmGFP-mIiR verwendet.

Zu Klonierung der shRNA Expressionskassetten wurden fur jede shRNA zwei 63 nt
DNA Oligonukleotide bestellt und intermolekularer Hybridisierung. Dartber hinaus flr
wurden jede miRNA zwei verschiedene Versionen hergestellt. Version 1 wurde nach
der im Manual beschriebenen Struktur designed und enthielt nach der
intermolekularen Hybridisierung die flir eine miRNA typischen ,Nukleotidblasen®.
Version 2 enthielt die urspringlich identifizierte shRNA-Sequenz. Die Oligonukleotide
beinhalteten aullerdem ungepaarte Enden fur die gerichtete Klonierung in den
linearisierten  Expressionsvektor. Die hybridisierten Oligonukleotide wurden
anschlieBend mit T4 DNA Ligase in Vektor pcDNA™ 6.2-GW/EmGFP-miR kloniert

(Rapid Ligation Kit, Fermentas, Duren, Deutschland).
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3.9.7 Konstruktion lentiviraler Vektoren

3.9.7.1 pENTR® Vektoren und Derivate

pENTRY/siLib: Der Vektor pEntr/siLib ist ein in dieser Arbeit hergestelltes linearisiertes
Derivat von  pENTR/siH1/mDD-Stuffer = (B.Yazdnapanah). Dazu  wurde
PENTR/siH1/mDD-Stuffer zunachst mit der Restriktionsendonuklease Bbs |/
geschnitten und der resultierende 5 [ T ]s Uberhang mit dATPs und T4 DNA
Polymerase aufgeflllt. Danach wurde der Vektor mit der Restriktionsendonuklease
Bgl Il geschnitten. pENTR/siLib stellt den Vektorintergrund fur die Konstruktion der
shRNA-Bibliothek dar.

pENTR/TA: Der Vektor pENTR/TA ist ein in dieser Arbeit hergestelltes Derivat von
pPENTR/siH1/mDD-Stuffer und beinhaltet zwei invertierte Xcml Schnittstellen, die so
designed wurden, dass nach entsprechendem Verdau ein linearisierter Vektor mit je
einem einfachen 3’ Thymidin Uberhang an den Enden generiert und damit TA-
cloning ermdglicht wird. Die bendtigte Sequenz wurde Uber Hybridisierung von 36 nt
Oligonukleotiden (TA-sense und TA-antisense) hergestellt, die 5’ einen BamH/ und 3’
einen Hind Ill Uberhang ergaben, kloniert. Der Vektor wurde fiir die Subklonierung

von zu sequenzierenden genomischen shRNA-Expressionskassetten eingesetzt.

3.9.7.2 DESTINATION® Vektoren und die Konstruktion der Derivate

pL: Der Vektor pL (B. Yazdanpanah) wurde fur die lentivirale Expression des
Selektionsmarkergens, das zuvor in pENTR/siRNAH1 (Dr. A. Untergasser) kloniert

und Uber LR Rekombination in pL rekombiniert wurde, verwendet.

pLP/EGFP: pL ist ein in dieser Arbeit hergestelltes Derivat von pL. Fur die Selektion
eukaryotischer Zellen mit Puromycin, wurde das Gen fur den Selektionsmarker
Blasticidin gegen das Gen fur den Selektionsmarker Puromycin ausgetauscht. Daflr
wurde der Vektor pL mit Sma / und Bpu 1102 | geschnitten und das Puromycin-Gen
aus dem Vektor pPGK-puro (Prof. Rajewski, Boston, USA) mit Pfu Polymerase
amplifiziert. AnschlieRend wurden das PCR-Produkt Uber die von den Primern
eingefuhrten Xma | und Bpu 1102 | Schnittstellen in den Sma | und Bpu 1102 |
geschnittenen pL kloniert. Um die Transduktionseffizienz mittels

Durchflusszytometrie bestimmen zu kdnnen wurde zusatzlich der Selektionsmarker
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EGFP in den Vektor pL/Pac eingefugt. Dazu wurde der Vektor pL/Pac mit Xba / und
Sac Il geschnitten und anschlieRend die Xba I-Schnittstelle mit T4 DNA Polymerase
gebluntended. Die EGFP-Expressionskassette wurde mittels Restriktion mit Afl 1]
und Sac /I und anschlieRBendem blunt-enden der Afl Ill-Schnittstelle aus dem Vektor
pEGFP-C1 (Takara Bio Europe/Clonetech,Frankreich) gewonnen und in den Vektor
pLP ligiert. Der Vektor wurde fur die lentivirale Expression von shRNA-Bibliothek
genutzt, die zuvor in pENTR/siLib kloniert und Uber LR Rekombination in pLP/EGFP

rekombiniert wurde.

3.9.8 GATEWAY® Klonierung

Die in dieser Arbeit verwendeten lentiviralen Konstrukte wurden iiber GATEWAY®
Klonierung hergestellt. Die zunachst in pENTR® Derivate klonierten
Expressionskassetten wurden uber gerichtete attL/attR Rekombination mit Hilfe des
Kits LR Clonase™ |l Enzyme Mix (Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland) in die
entsprechenden DESTINATION® Vektoren rekombiniert. Dabei ersetzt das zwischen
den attL-Erkennungsseuenzen des pENTR-Vektors gelegene Fragment ein fur wt-
E. coli toxisches, von attR-Erkennungssequenzen flankiertes Fragment auf dem
lentiviralen DESTINATION® Vektor. Die Reaktionen wurden zwar nach
Herstellerangaben allerdings in einem kleineren Gesamtvolumen (5ul total) und UN

angesetzt. Die angegebenen Mengen wurden dementsprechend angepasst.

3.10 Arbeiten mit RNA

3.10.1 Aufreinigung von RNA

Aufreinigung von RNA durch TRIZOL® Fallung: Die RNA Aufreinigung mit TRIZOL®
basiert auf dem Zellaufschluss mit dem chaotropischen Salz Guanidiniumthiocyanat,

das auch in den Lysispuffern der Kit Hersteller Verwendung findet, und einer
phenolischen Extraktion von denaturierten Proteinen. Dafir wurde ein Zellpellet mit
600 pl TRIZOL® homogenisiert und 10’ auf Eis aquilibriert. Dann wurde 200 l
Chloroform:lsoamylalkohol (24:1) bei Raumtemperatur hinzugegeben, gevortext und
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5 inkubiert. Debris wurde pelletiert (5’, 20.000g). Die wassrige Phase enthielt die
RNA und wurde mit einem Volumen Isopropanol prazipitiert (10’, 20000 g). Das RNA
Pellet wurde zweimal mit 70% Ethanol gewaschen (10°, 20000 g) und dann 5’ — 15’
luftgetrocknet. Das Pellet wurde schlieRBlich mit DEPC (2 ml/l UN schiitteln;

autoklavieren) behandeltem Wasser resuspendiert.

Anreicherung von mRNA: Zur Anreicherung der mRNA aus TRIZOL® Fallungen von

Gesamt-RNA wurde das NucleoTrap mRNA Kit (Macherey-Nagel; Dduren,

Deutschland) verwendet.

3.10.2 Spezifischer Nachweis von RNA mittels Northern Analyse

Denaturierende Gelelektrophorese von RNA: 1% Agarose wurde in 72 ml DEPC
Wasser gekocht und bei 60°C aquilibriert. Dann wurde 18 ml 12,3 M (= 37%)
Formaldehyd (Endkonz.: 2,2 M) und 10 ml MOPS RNA Laufpuffer hinzugefiigt und
das Gel unter einem Abzug gegossen. RNA wurde mit 2 x RNA Loading Dye

gemischt, 10’ bei 70°C denaturiert und 5’ auf Eis gequencht. Die Trennung erfolgte
bei 2 —4 Vicm flir 2 — 4 h.

Northern Analyse von RNA: RNA wurde aus dem Gel mit 10 x SSC UN mittels
downward capillary transfer (Chomczynski 1992) auf positiv geladene

Nylonmembranen transferiert und mit 150 mJoule/cm? UVC cross-linked. Die Blots
wurden mit Rapid Hybridization buffer 30’ bei 65°C prahybridisiert und 90’ mit 2 x 10°
cpm/ml radioaktiver Sonde hybridisiert. Zum Waschen wurden wie beim Southern
Blot Waschpuffer mit steigender Stringenz benutzt. Ungebundene Nukleotide wurden
mit mildem zweimaligem Waschen mit 2 x SSC/0,1% SDS bei 65°C entfernt. Danach
wurde 15 mit 1 x SSC/0,1% SDS bei 65°C gewaschen. Anschliefend wurde
mindestens einmal stringent (0,1 x SSC/0,1% SDS bei 65°C) gewaschen, bis die
Radioaktivitat auf dem Blot annahernd Hintergrundlevel erreicht hatte. Danach
wurden die Blots mit 2 x SSC in Folien eingeschweil3t und fur mehrere Stunden bis
Tage auf autoradiographischen Filmen bei -70°C oder auf Phosphoimager Screens

bei Raumtemperatur exponiert.
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3.10.3 Annealing von einzelstrdngigen RNA-Oligonukleotiden

Lyophylisierte, einzelstrangige RNA-Oligonukleotide wurden in sSiRNA Resuspension
buffer (Qiagen, Hilden, Deutschland) als 20 pM Stock-Lésungen angesetzt. Zum
Annealing der sense und antisense RNA-Oligonukleotide wurden sie zunachst 1’ bei
90°C und anschlief3end 1h bei 37°C inkubiert.

3.11 Proteinbiochemische Methoden

3.11.1 GréBentrennung von Proteinen mittels SDS-PAGE

SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese wurde im Tris Glycin Puffersystem
durchgefuhrt (1 x Laufpuffer). Die Proben wurden zunachst im reduzierenden 1 x
Probenpuffer aufgekocht (5’) und Uber ein 4% Sammelgel und ein 12 — 14%iges
Trenngel getrennt. Die Trennung erfolgte bei 120 V im vertikalen Minigelsystem von
Bio-Rad (Munchen, Deutschland).

4% Sammelgel (10 ml): 2,5 ml 0,5 M Tris (pH 6,8), 6,4 ml H,0O, 100 yl 10% SDS, 1 ml
40% Polyacraylamid, 150 pl 10% APS (Ammoniumpersulfat), 15 yl TEMED
(N,N,N",N'-Tetramethylethan-1,2-diamin)

12% Trenngel (10 ml): 2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 4,5 ml H,O, 100 pl 10% SDS, 3 mi
40% Polyacrylamid, 150 yl 10% APS, 15 yl TEMED

14% Trenngel (10 ml): 2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 4 ml H,O, 100 pl 10% SDS, 3,5 mi
40% Polyacrylamid, 150 ul 10% APS, 15 yl TEMED

3.11.2 Zelllysate

Zytosolische Extrakte: Fur zytosolische Extrakte wurden im Wesentlichen wie

beschrieben durchgefuhrt. Zellen wurden pelletiert (5, 300 g) und mit
hypotonischem Puffer A inkubiert (20’, 4°C). Danach wurden die Zellen durch eine
27G Nadel homogenisiert pelletiert (20°, 20000 g, 4°C). Anschlielend wurde die

Proteinkonzentration des resultierenden Uberstandes (zytosolischer Extrakt)
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mittels BCA assay bestimmt. Proben wurden in 1 x Proteinladepuffer gekocht (5,
95°C) und pelletiert (1’, 20000 g). Angegebene Proteinmengen wurden auf SDS Gele

aufgetragen.

3.11.3 Spezifischer Nachweis von Proteinen iiber Western Blot

Blot: Proteine wurden auf PVDF Membranen von Schleicher & Schuell (Whatman®;
Dassel, Deutschland) geblottet. Fur das Blotten wurde die Mini Blot Kammer von Bio-
Rad (Munchen, Deutschland) benutzt. Es wurde bei 300 mA 60’ in 1 x Transferpuffer

geblottet. Der Transfer wurde mit der reversiblen Farbung durch Ponceau evaluiert.

Blocken: Die Membranen wurden zwecks Blockierung unspezifischer

Antikorperinteraktionen 30’ in Blockierungspuffer inkubiert.

Bindung spezifischer Erstantikorper: Die verwendeten Erstantikdrper wurden in den

vom Hersteller angegebenen Verdinnungen in Blockierungspuffer verdinnt und
entweder 1 h bei Raumtemperatur oder UN bei 4°C mit der Membran bei schittelnd
(45 rpm) inkubiert.

Nachweis des Erstantikorpers mittels HRP konjugierter Zweitantikorper: Zum

immunhistochemischen Nachweis der Proteine wurden HRP (horseradish
peroxidase) konjugierte Zweitantikorper verwendet, die spezifisch am Erstantikorper
gebunden, nach Umsatz des ECL® Reagenz (Pierce; Fischer Scientific; Schwerte,

Deutschland) Licht emittieren.

Visualisierung: Die Detektion des Lichtsignals erfolgte Uber autoradiographische

Filme von AP Biotech (GE Healthcare; Piscataway, USA). DieEntwicklung der Filme

erfolgte Uber den automatischen Entwickler von von Kodak.

3.12 Zellkultur und Transfektion

3.12.1 Erhaltung von Zellen
HeLa Zellen und HT1080 Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS (fétales
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Kalberserum) und 100 Einheiten/ml Penicillin sowie 100 pg/ml Streptomycin kultiviert
(DMEM-10). Das Medium fur stabil transduzierte HeLa Zellen und HelLa P4-Zellen
wurde zusatzlich mit 3ug/ml Blasticidin (Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland) versetzt.
Das Medium fur stabil transduzierte HelLa P4-Zellen wurde zusatzlich mit 1 pg/ml
Puromycin (Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland) versetzt. HEK-293 FT Zellen
(Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland) erhielten 400 pg/ml G418 in DMEM-10
(Geniticin, Biochrom; Berlin, Deutschland). Alle genannten Zellen wurden in
Inkubatoren mit 5% CO, Atmosphare bei 37°C gehalten..

3.12.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zellen (10° — 5 x 10°) wurden in 1 ml Cryomedium (90% FCS, 10% DMSO)
aufgenommen und in Cryoréhrchen (Saarstedt; NUmbrecht, Deutschland) fur einige
Tage bei -70°C eingefroren. Fir langere Perioden wurden sie auf flissigem Stickstoff
(-196°C) gelagert. Zellen wurden auf Eis aufgetaut, mit 50 ml Erhaltungsmedium
gewaschen (5’, 300 g) und in Medium ohne Antibiotika ausplattiert. Gegebenenfalls

wurde das bendtigte Antibiotikum nach 48 h hinzugegeben.

3.12.3 Transiente Transfektion

3.12.31 Kalziumphosphat vermittelte Transfektion von Plasmid DNA
1 — 2 ug DNA/6-Well bzw. 5 — 10 ug/10 cm Schale oder 0,1 ug/96-Well wurde mit

dieser Methode in HEK-293 FT Zellen transfiziert. Routinemalig wurde eine
Transfektionseffizienzen von bis zu 80% erzielt (mit FACS anhand von GFP
Fluoreszenz bestimmt). Die DNA wurde hierfur in 250 mM CaCl, (Stock; 2,5 M)
verdunnt (100 pl fur 6-Well oder 500 pl fur 10 cm Schale) und mit dem gleichen
Volumen 2 x HeBS Puffer versetzt, gevortext und nach 1’ auf die Zellsuspension in
Erhaltungsmedium (1,8 ml fir 6-Well und 9 ml fir 10 cm Schale) gegeben. Die
adharierenden Zellen lagern beim Herabsinken die Kalziumphosphat-DNA-
Prazipitate an ihre Oberflaichen und konnen diese wahrend einer UN Inkubation
endozytieren. Die Expression der Transgene ist nach der UN Inkubation detektierbar,

erhoht sich aber bei weiterer Inkubation fir bis zu 72 h. Es wurden 2 x 10° Zellen im

4



Material und Methoden
6-Well bzw. 2 x 108 Zellen in 10 cm Schalen oder 3,6 x 10%in 96-wells transfiziert.

3.12.3.2 Kalziumphosphat vermittelte Transfektion von Plasmid DNA und
synthetischen siRNAs

0,3 pg Plasmid DNA und jeweils 5 nM, 20 nM oder 100 nM siRNA wurden wie oben

beschrieben im 6-Well Format transfiziert

3.12.3.3 Transfektion von DNA und siRNA mittels kationischen Lipiden

Lipofectamine 2000® vermittelte Transfektion von Plasmid DNA: Die Formulierung

mit kationischen Lipiden wurde verwendet, um HEK-293 FT Zellen fur die
Produktionen von Lentiviren zu transfizieren. Die Transfektionen erfolgten in
DMEM-10 ohne Pen/Strep Zusatz.

Transfiziert wurden 1 x 10° Zellen mit 2 ug DNA im 6-Well oder 6 x 10° Zellen mit 12
pMg DNA in 10 cm Schalen. Die zu transfizierende DNA wurden in 170 pl (far 6-Well)
oder 1 ml (fir 10 cm Schalen) Opti-MEM (Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland)
verdiinnt. 6 pl Lipofectamine 2000® fiir 6-Well in 170 pl bzw. 36 pl in 1 ml fir 10 cm
Schalen wurden ebenfalls in Opti-MEM aufgenommen. Nach 5’ Inkubation bei
Raumtemperatur wurden die Komponenten flr 20’ vereinigt und zu den Zellen

gegeben.

3.13 Herstellung stabiler Zelllinien Uber lentivirale

Transduktion

3.13.1 Herstellung viraler Partikel

Die Produktion lentiviraler Partikel erfolgte nach Herstellerangaben, die im Manual
ViraPower™ Lentiviral Expression System (Invitrogen; Karlsruhe, Deutschland)

ausfuhrlich beschrieben werden.

6 x 10° HEK-293 FT Zellen wurden UN mit 12 pg Plasmid DNA Mix — bestehend aus
je 3 ug der Verpackungsplasmide (pLP1, pLP2 und pLP/VSV-G) sowie 3 ug

lentiviraler Vektor — mit Lipofectamine® 2000 transfiziert Alternativ wurden 10 pg
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einer Mixtur von den 3 Verpackungsplasmiden zusammen mit 5 pg lentiviralem
Vektor via Kalziumphosphat transfiziert. Am nachsten Morgen wurde das Medium
durch Komplettmedium ersetzt und der erste Virusuberstand nach 24 h geerntet.
Nach weiteren 24 h erfolgte die zweite Ernte. Gegebenenfalls wurde 72 h p. T. ein
weiterer Virusiiberstand gesammelt. Auf diese Weise konnte ein Titer von 10° — 5 x
10° TU (transduction units) pro Mililiter Uberstand erreicht werden. Wurden gréssere
Titer bendtigt, mussten die Uberstdnde entweder (iber GréRenausschluRséulen
eingeengt (100 kDa cut-off mit regenerierter Cellulose von Millipore; Billerica, USA)
werden oder virale Partikel Uber Ultrazentrifugation (90°, 60000 g, SS34 Rotor von
Beckman) pelletiert und im kleinen Volumen (PBS oder Medium) aufgenommen
werden. Beide Methoden konnten auch sequenziell kombiniert werden. Durch beide

Methoden wurde die gesamte TU der Uberstande um ca. 50% reduziert.

Lentivirale Transduktion zur Titerbestimmung: 2 x 10° zu transduzierende Zellen oder

HT1080 Fibroblasten wurden mit einer funffachen seriellen 10er Verdinnung von
viraler Suspension im 6-Well Format (2 ml Medium/Well) in Anwesenheit von 6 pg/ml
Polybrene® (Sigma-Aldrich; Buchs, Schweiz) UN transduziert. Danach wurde das
Medium durch Komplettmedium fur 30 — 32 h ersetzt. 48 h nach Transduktion
erfolgte die Selektion erfolgreich transduzierter Zellen mit 10 pyg/ml Blasticidin fur 5
Tage (Medium wurde alle 2 — 3 Tage wechseln) und gegebenenfalls fur weitere 3 — 5
Tage mit 3 yg/ml Blasticidin. AnschlieRend wurden die adharenten Kolonien dreimal
mit PBS gewaschen und mit Kristallviolett (Lenti) gefarbt. Uberschiissige Farbe
wurde durch extensives Waschen mit ddH,O entfernt. Der Titer wurde mit TU/ml
angegeben und als die Anzahl angefarbter Kolonien, multipliziert mit dem

Verdinnungsfaktor ermittelt.

3.13.2 Etablierung stabiler Zelllinien

2 x 10° Zellen wurden wie oben beschrieben mit einer MOI von 0,1 transduziert.
Nach 48 h wurden die Zellen in 8 ml Komplettmedium mit 3 pg/ml Blasticidin
aufgenommen und auf die 12 horizontalen Wells von drei 96-Well Platten verteilt
(200 ul/Well). In alle tbrigen Wells wurden 100 pl Komplettmedium mit 3 ug/ml
Blasticidin vorgelegt und die Zellsuspension in einer siebenfachen seriellen 3er

Verdinnung vertikal verdinnt. Das Medium wurde fur zehn Tage alle 2 Tage
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gewechselt, bis einzelne Kolonien in den Wells identifiziert werden konnten. Mehrere

einzelne Kolonien wurden gepickt, klonal expandiert und anschlieend analysiert.

3.14 FACS Analyse zur Bestimmung von Transfektions-

und Transduktionseffizienz

Die Effizienz von Transfektionen bzw. Tansduktionen konnte mit Hilfe der
Durchflusszytometrie (FACS; fluorescence activated cell scanning) bestimmt werden,
wenn die Konstrukte GFP koexprimierten. Dazu wurden die Zellen trypsiniert und in
0,5 ml PBS aufgenommen. Mindestens 2 x 10° lebendige Zellen wurden mit
FACSCalibur (BD Biosciences; Franklin Lakes, USA) analysiert. Dazu wurde der
blaue Laser (488 +/- 20 nm) des Gerates verwendet und die Fluoreszenz mit dem
530 nm FITC Filter gescannt. Die Transfektion- bzw. Transduktionseffizienz wurde

als der Anteil fluoreszierender Zellen zur Gesamtzellzahl in Prozent angegeben.

3.15 Puromycin- und Ganciclovirbehandlung der

transduzierten HelLa Selektionszelllinien

Nach der Transduktion der HeLa Selektionszelllinien mit den shRNA-Bibliotheken
wurden diese zunachst einmalig mit 1 ug/ml Puromycin und anschlie3end fur flinf
Tage mit 2 x 10° M Ganciclovir behandelt. Das Selektionsmedium wurde dabei

taglich gewechselt

3.16 Quantitative Messmethoden zur Erfassung von

zellularen Aktivitaten

3.16.1 Kristallviolettfarbung zum Nachweis vom Zelltod

10° Zellen/well einer 6well Platte wurden ausgesét und 24 h kultiviert. AnschlieRend

wurden die Zellen fiir sieben Tage mit 2x10° M Ganciclovir behandelt. Adharente
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Zellen wurden 10’ mit Kristallviolett gefarbt. Uberschiissige Farbe wurde nach
extensivem Waschen mit ddH,O entfernt und die Platten getrocknet. Gebundener
Farbstoff wurde mit 100 ul 0,2% Natriumcitrat/ 50% Ethanol gelést und die OD bei
595 nm gemessen. Je 8 Wells pro Behandlung wurden gemittelt und gegen

unbehandelte Kontrollen normalisiert.

3.16.2 Luziferase-Assay

Fir die Analyse des durch die HIV-1 spezifischen shRNA-Expressionskassetten in
eukaryotischen  Zellen induzierten Phanotyps wurden Luziferase-Assays
(Gluhwirmchen-Luziferase) durchgefuhrt. Die Gluhwurmchen-Luziferase wird durch
das Gen Juc kodiert und wurde in das nef- Gen des HIV-1 spezifischen
Reporterplasmid  pNL4.3Luc.R-E- inseriert (NIH). Die sauerstoffabhangige
Biolumineszenzreaktion beruht auf dem Energietransfer von ATP zum Substrat D-
Luziferin, unter Bildung von Oxyluziferin, AMP, Kohlenstoffdioxid und Licht einer
Wellenlange von 562 nm. Der Licht-output dieser Reaktion ist proportional zur
Menge des funktionellen Luziferase-Enzyms. Die Lichtemission wurde bei 562 nm im
LuminoScan gemessen. Die ermittelten Werte sind keine Absolutwerte, sondern
relative light units (RULs).

Es wurden entweder 3,6 x 10* HEK 293 FT Zellen mit 50 ng PCR-amplifizierten
shRNA-Expressionskassetten oder 50 ng shRNA-Expressionskassetten im
Vektorhintergrund pENTR/TA mit 50 ng HIV-1 spezifischen Luziferase
Reporterplasmid pNL4.3Luc.R-E- kotransfiziert oder HeLa P4 Zellen nach der
Etablierung einer stabilen shRNA Expression mit dem 100 ng Luziferase
Reporterplasmid pNL4.3Luc.R-E- transfiziert. 48 h nach Transfektion wurden die
Zellen trypsinisiert und pelletiert (3’, 500 g). Anschliel’iend wurden die Zellen durch
einen ,Gefrier-Auftau-Zyklus® in 20 pl Cell lysis buffer (Luciferase Assay Reporter
KitPromega; Mannheim, Deutschland) lysiert. 10 pl der lysierten Zellen wurden mit
100 pl Luciferase-assay Reagent im 96 well Format (weil3e polysorb 96well Platte)
versetzt. Die entstehende Lichtreaktion wurde im LuminoScan bei 562 nm gemessen
und ausgewertet. Zur Normalisierung der gemessenen Lichtmenge (RLU) wurden

Proteinbestimmungen mit Hilfe des BCA Assays durchgefuhrt.
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3.16.3 p24 Antigen ELISA

Um Uberprufen zu konnen, ob die stabil exprimierenden HelLa P4 Zellen die
Produktion von HIV-1 Virusnachkommen reduzieren kdénnen, wurden p24 Antigen
ELISAs durchgefiihrt. Dazu wurden 5 x 10° shRNA-exprimierende HelLa P4 Zellen
im 96 well Format mit dem HIV-1 Virus pNL4.3 infiziert. Die Infektionen wurden unter
S3 Bedingungen im Institut fur Virologie der Universitatskliniken Heidelberg unter
Anleitung von Dr. Maik Lehmann durchgefuhrt. 42 h nach der Infektion wurde der
Uberstand der Zellen fir die Quantifizierung der Virusmenge verwendet. Fir die
Quantifizierung wurde ein p24 Antigen ELISA (INNOGENETICS; Gent, Belgien)
verwendet, dessen 96 well Platte mit humanem polyklonalem Antikdrper gegen HIV-
1 p24 beschichtet ist. Der ELISA wurde nach Herstellerangaben durchgefuhrt und die
Extinktion der Proben im im LuminoScan bei 450 nm gemessen und ausgewertet.
Zur Normalisierung der gemessenen Lichtmenge (RLU) wurden
Proteinbestimmungen mit Hilfe des BCA Assays durchgefuhrt.
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4 Ergebnisse

Um verschiedene potente shRNAs als Inhibitoren der HIV-1 Infektionen zu
identifizieren und ihren Nutzen flr einen mdglichen gentherapeutischen Ansatz zu
uberprufen, wurde eine randomisierte shRNA-Bibliothek gegen HIV-1 zur

Anreicherung potenter shRNAs mit Selektionszelllinien selektiert.

Die Methode ist schematisch in Abb. 4 wiedergegeben. Zunachst wurden HIV-1
spezifische Selektionszelllinien etabliert und eine randomisierte, gegen HIV-1
gerichtete shRNA-Bibliothek konstruiert. Anschlieiend wurden in Selektionszelllinien
potente shRNA-Sequenzen durch die Fusion des HSV-TK Gens mit der viralen Ziel-
MRNA mit Ganciclovir selektiert. Nach Charakterisierung der Sequenzen wurde das
inhibitorische Potential der shRNAs in vitro im Reportergen Assay validiert und ihre

Fahigkeit die HIV-1 Replikation in HeLa P4 Zellen zu unterbinden funktionell
analysiert.

"“Konstruktion einer " Etablierung

randomisierten stabiler

Selektion effizienter shRNAs

<-|

selektionierter

unktionelle Analyse

|

Abb. 4) Experimentelle Vorgehensweise. Zur Identifikation effizienter HIV-1 spezifischer shRNA-
Sequenzen wurde zunachst eine randomisierte shRNA-Bibliothek konstruiert. Zur Selektion potenter
shRNAs wurden HelLa Selektionszelllinien etabliert. Selektierte shRNAs wurden anschliefend
charakterisiert und funktionell analysiert.
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4.1 Etablierung von Zelllinien zur Selektion HIV-1
gerichteter shRNAs

Ein wesentlicher Schritt zur ldentifikation effizienter shRNAs gegen HIV-1 ist die
Selektion geeigneter Klone aus einer randomisierten shRNA Bibliothek. Das in dieser
Arbeit verwendete Selektionssystem erlaubt die Positivselektion effizienter shRNAs
unter Verwendung eines Selektionsmarker-Gens. Dieses Marker-Gen besteht aus
zwei Abschnitten, die als Fusions-mRNA exprimiert werden. Die Fusions-mRNA
kodiert flr ein zytotoxisches Genprodukt, die Thymidinkinase von Herpes Simplex
Virus Typ 1 und enthalt stromabwarts einen essentiellen Abschnitt des HIV-1
Genoms, der als Ziel-mRNA fir die shRNA fungiert. Ein Translationsstopp zwischen
den beiden Abschnitten ermoglicht zwar die Expression der Thymidinkinase,
verhindert aber die Translation der HIV-1 mRNA (Abb. 5A). Zellen, die diese
Fusions-mRNA und damit die Thymidinkinase exprimieren, sterben nach Ganciclovir-
Behandlung aufgrund einer intrazellularen Akkumulation eines toxischen Derivats
von Ganciclovir. Im Gegensatz dazu kommt es in Zellen nach Kotransfektion mit
einer potenten gegen HIV-1 gerichteten shRNA zur Herunterregulierung der Fusions-
mMRNA, wodurch die Expression der HSV-TK unter einen Schwellenwert sinkt und

das Uberleben der Selektionszelllinien nach Ganciclovir-Behandlung ermdglicht.

Zur Herstellung stabiler HelLa Selektionszelllinien, die die Fusions-mRNA
exprimieren, wurde zunachst der Vektor pENTR/HSV-TK/pA konstruiert, der auf dem
GATEWAY® kompatiblen Vektor pENTR/siRNAH1 basiert. Er beinhaltet die 1770 bp
grolde Expressionskassette fur die Expression der Thymidinkinase von Herpes
Simplex Virus Typ 1, die aus Promotor, Thymidinkinase und polyA Sequenz besteht.
In einem zweiten Schritt wurde zwischen Thymidinkinase- und polyA-Sequenz eines
von drei cDNA-Fragmenten des Genoms von HIV-1 kloniert. Dabei wurde die
Unterteilung des HIV-1 Genoms zu Zwecken der biologischen Sicherheit
vorgenommen und verhindert die Produktion infektidser Viruspartikel in den mit dem
Selektionsvektor transfizierten Zellen. Die PCR-amplifizierten Fragmente von HIV-1
wurden als drei Uberlappende Fragmente mit einer GroRe von 2,2 kb fur HIV-1.1,
2,5 kb fur HIV-1.2 und 2,8 kb fir HIV-1-3 in den Vektor pENTR/HSV-TK/pA als

48



Ergebnisse

PENTR/HSV-TK/HIV1.1/pA, PENTR/HSV-TK/HIV1.2/pA und pENTR/HSV-
TK/HIV1.3/pA kloniert (Abb. 5E). Fur die lentivirale Expression wurden die
Expressionskassetten der Fusions-mRNA-Spezies aus dem GATEWAY®
kompatiblen pENTR Derivat in den lentiviralen Vektor pL subkloniert
(B.Yazdanpanah). Fur die Etablierung stabil exprimierender HeLa Zelllinien wurden
in HEK293 FT Zellen lentivirale Partikel mit den Vektoren pL/HSV-TK/HIV1.1/pA,
pL/HSV-TK/HIV1.2/[pA  und pL/HSV-TK/HIV1.3/pA hergestellt. Nach stabiler
Transduktion der Hela Parentalzelllinie wurden jeweils mehrere Klone der drei
generierten Zelllinien auf die Expression des HSV-TK Selektionsmarkers untersucht.
Western Blot Analysen mit einem HSV-TK spezifischen Antikorper zeigten eine
effiziente Expression der HSV-TK in allen hier dargestellten Klonen der drei
Zelllinien (Abb. 5B). Eine funktionelle Analyse zeigte, dass eine in der HelLa
Parentalzelllinie  nicht toxische Konzentration an Ganciclovir in  den
Selektionszelllinien zum Zelltod fuhrt, was durch Kristalviolettfarbung lebendiger
Zellen verdeutlicht wird (Abb. 5C). Northern Blot Analysen der flr die Selektion der
shRNA-Bibliothek verwendeten Klone mit einer HSV-TK spezifischen Sonde zeigen,
dass die Fusions-mRNA in den drei verschiedenen Zelllinien exprimiert wird (Abb.
5D).

Zusammen bestatigen diese Daten die Funktionalitdt der Fusions-mRNA

exprimierenden Selektionszellllinien.
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Abb. 5) Etablierung stabiler HeLa-Selektionszelllinien. A) Hela Selektionszelllinien
exprimieren stabil eine Fusions-mRNA aus Herpes Simplex Virus Typ | Thymidinkinase (HSV-TK)
und einem Fragment des HIV-1 Genoms. Ein Translationsstopp zwischen HSV-TK und HIV-1
Fragment erlaubt die Expression der HSV-TK, verhindert aber die Translation der HIV-1 mRNA.
Nicht transfizierte Zellen oder Zellen, die mit einer irrelevanten siRNA transfiziert wurden,
exprimieren die HSV-TK und sterben in der Gegenwart von Ganciclovir. Zellen, die mit einer
relevanten gegen HIV-1 gerichteten siRNA transfiziert wurden, exprimieren die HSV-TK aufgrund
der Degradierung der Fusions-mRNA nicht, und Uberleben. B) Immunblotanalyse mit HSV-TK
spezifischem Antikérper von 300 ug Protein der stabil transduzierten HeLa Selektionszelllinien. C)
Zur funktionellen Analyse wurden transduzierte HelLa Selektionszelllinien und HelLa Parentalzellen
fur sechs Tage mit 2x10° M Ganciclovir behandelt oder blieben unbehandelt. AnschlieRend
wurden die Uberlebenden Zellen mit Kristallviolett gefarbt. Die mit ¥ gekennzeichneten Klone
wurden fir die Selektion der shRNA-Bibliothek verwendet. D) Nachweis der Fusions-mRNA der in
dieser Arbeit verwendeten Klone der Selektionszelllinien mittels Northern Blot. Je 20 pg polyA
angereicherte RNA aus Hela Selektionszelllinien wurde auf positiv geladene Nylonmembranen
geblottet und mit HSV-spezifischer TK Sonde hybridisiert. E) GATEWAY® kompatibler Vektor
PENTR/HSV-TK/HIV-1/pA zur Expression der Fusions-mRNA.
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4.2 Konstruktion einer randomisierten HIV-1 gerichteten
shRNA-Bibliothek

Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Methode =zur Herstellung einer
randomisierten shRNA-Bibliothek basiert auf der von Sen et al. verdffentlichten
Technologie, bei der eine beliebige doppelstrangige cDNA eines Gens oder eines
kompletten Genoms mit Hilfe von Endoribonukleasen zunachst fragmentiert und
anschliellend die Fragmentgrofle auf 21 bp limitiert wird. Von diesen Fragmenten
werden mit Hilfe von Haarnadelschleifen und isothermaler rolling circle amplification
(RCA) palindromische, invertierte DNA-Strukturen generiert, die schlieBlich in
Expressionsvektoren kloniert werden (Sen et al. 2004). Abbildung 6 verdeutlicht den
technischen Ablauf schematisch, wahrend Abbildung 7 die einzelnen Schritte

detailliert wiedergibt.

Im ersten Schritt wurde die cDNA des HIV-1 Klons pNL4.3 (AIDS Research and
Reference Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH) in drei Fragmente
unterteilt, die mit den HIV-1-Fragmenten der Fusions-mRNAs der Selektionszelllinien
ubereinstimmten. Nach DNasel-Verdau wurden die DNA-Fragmente uber native
Polyacrylamid-Gele aufgetrennt (Abb. 6; Abb. 7A) und DNA-Fragmente zwischen 30
und 300 bp wurden aus dem Gel eluiert. Anschlieliend wurden die DNA-Enden mit
T4 DNA Polymerase und Klenow-Fragment repariert. Die DNA-Fragmente wurden
danach mit einem Oligonukleotid ligiert, das aufgrund komplementarer Basen eine
Haarnadelschleife bilden kann. Diese Haarnadelschleife wird im Folgenden als
3’ loop bezeichnet (Abb. 6). Der 3’ loop kodiert in der endgultigen Bibliothek die
Schleife der shRNA und ermdglicht nach Ligation mit den DNA-Fragmenten von HIV-

1 die Synthese von sense und antisense Strang.
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Abb. 6) Konstruktion der randomisierten shRNA-Bibliothek gegen HIV-1. pNL4.3 wurde mit
DNAse | fragmentiert und sowohl 3’ als auch 5’ glatte Enden generiert. Die Fragmente wurden an
ein Haarnadelschleife-bildendes Oligonukleotid (3’ loop) ligiert, um sense und antisense Strang zu
verbinden und anschlielend mit dem Restriktionsenzym Mme I, das exakt 20 nt stromabwarts von
seiner Erkennungssequenz schneidet und 2 nt 5 Uberhénge generiert, geschnitten. Die
anschlieBenden Ligation an ein weiteres Haarnadelschleife-bildendes Oligonukleotid (5’ loop)
generiert eine einzelstrangige zirkulare Struktur, die die Synthese des komplementéren Stranges
mittels rolling circle amplification (RCA) und ¢ 29 DNA Polymerase mit den Primern RCA1 und
RCA2 ermdglicht. Das entstehende DNA Konkatemer aus palindromischen, invertierten
Wiederholungen der aus 3’ loop, HIV-1 spezifischen DNA und 5’ loop bestehenden Fragmenten
wurde mit den Restriktionsenzyme Bgl Il und Mly | geschnitten. Die resulitierenden 50 nt groRen
shRNA-Sequenzen wurden in den Vektor pENTR/siLib kloniert und tberschissiger 3’ loop wurde
entfernt. Im letzten Schritt wurde die shRNA-Bibliothek in den lentiviralen Vektor pL/P/EGFP
subkloniert.
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Um eine funktionstichtige shRNA-Bibliothek mit nichtimmunogenen shRNA-
Sequenzen herzustellen musste gewahrleistet werden, dass nur DNA-Fragmente mit
einer Lange von 21 bp fir die Konstruktion der shRNAs verwendet werden. Aus
diesem Grund wurde in den 3’ loop eine Restriktionsschnittstelle fur das Enzym
Mme | eingeflgt (Boyd, 1986). Mme | schneidet genau 20 nt stromabwarts von
seiner nichtpalindromischen Erkennungssequenz und generiert DNA-Fragmente mit
2 nt 3-Uberhangen (siehe Abb. 6). Durch Ligation des 3’ loops und Restriktion mit
Mme | wurden sowohl 37 nt groRe DNA-Fragmente produziert, die aus dem 17 nt
grol3en 3’ loop und der 20 nt groRen, fragmentierten cDNA bestehen als auch 34 nt
grolde zirkulare Strukturen, die durch Selbstligation des 3’ loop entstanden. Die
Ligationsprodukte wurden uUber native Polyacrylamid-Gele aufgetrennt und das
gewulnschte, 34 nt gro3e DNA-Fragment isoliert (Abb. 6 und Abb. 7B).

Zur Synthese eines doppelstrangigen DNA-Molekuls mit invertierten repeats, die den
sense und antisense Strang der shRNA kodieren, wurden die Mme | geschnittenen
DNA-Fragmente an einen 5’ Jloop ligiert. Die resultierenden ringférmigen
Einzelstrang-Fragmente wurden als Matrizen fur die rolling circle Amplifikation des
komplementaren Stranges genutzt (Abb. 6). Da die Restriktion mit Mme | kohasive
Enden mit 2 nt 3-Uberhdngen unbekannter Nukleotide produzierte, wurden die
5’ loop Oligonukleotide mit zwei randomisierten Nukleotiden am 5’ Ende synthetisiert.
Wie in Abb. 7C dargestellt ist, ligiert der 5’ loop sowohl mit sich selbst (46 bp) als
auch mit dem gewunschte DNA-Fragment (60 bp) und bildet dadurch quasi zirkulare
Strukturen. Das gewiunschte zirkulare DNA-Fragment wurde Gel extrahiert, um es
anschliellend als Matrize fur die Synthese des komplementaren Stranges mittels

rolling circle amplification (RCA) einsetzen zu kénnen.

Die RCA produziert ein langes doppelstrangiges DNA-Konkatemer, das sich aus
palindromischen, invertierten Repeats der aus 3’ loop, HIV-1 cDNA und 5’ loop
bestehenden Fragmente zusammensetzt. Durch die Synthese des komplementaren
DNA-Stranges wurden im 5’ loop zwei Schnittstellen flr die Restriktionsenzyme Bgll/
und Mlyl komplettiert (siehe Abb.6). Der Verdau mit diesen beiden
Restriktionsenzymen produzierte 50 bp grol3e klonierbare inverted repeats, die aus
dem Gel extrahiert wurden (Abb. 6 und Abb. 7D).
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Abb. 7) Zwischenprodukte der shRNA-Bibliothek werden uber native Polyacrylamidgele
aufgereinigt. A) Jeweils 5 ug der drei cDNA-Fragmente (HIV-1.1 - HIV-1.3) wurden mit 1 x 10° U
DNAse | fragmentiert und tber 20 % Polyacrylamid in TBE aufgetrennt. DNA-Fragmente zwischen
30 und 300 bp wurden mittels Diffusion in einen Kochsalzpuffer bei 50°C fir 2 h eluiert.
Anschlieflend wurden sowohl 5’ als auch 3’ stumpfe Enden generiert. B) Die DNA-Fragmente
wurden an einen 3’ loop ligiert. Die Halfte der an den 3’ loop ligierten Fragmente wurde mit dem
Restirktionsenzym Mme | geschnitten und aus 20 % Polyacrylamid in TBE isoliert. C) Die Ligation
des 5’ loops an die DNA-Fragmente generiert eine einzelstrangige zirkuldre DNA-Struktur, die als
Matrize fUr eine rolling circle amplification (RCA) verwendet wurde, um den komplementéren
Strang herzustellen. D) Die resultierenden doppelstrangigen DNA-Konkatemere aus
palindromischen, invertierten Wiederholungen aus 3’ loop, HIV-1 spezifischer DNA und 5’ loop
wurden mit den Restriktionsenzymen Bg/ I/ und Mly | geschnitten und die resultierenden shRNA-
Sequenzen wurden in den GATEWAY® kompatiblen Expressionsvektor E) pENTR/siLib kloniert.
F) pL/Pac/EGFP. Lentiviraler Expressionsvektor der shRNA-Bibliothek. 54
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Die inverted repeats wurden in den GATEWAY® kompatiblen linearisierten Vektor
PENTR/siLib (Abb. 7E) nach Restriktion mit den beiden Restriktonsenzymen Bglll
und Bbs/ stromabwarts des H1-Promoters und stromaufwarts der Stoppkassette
(polyA) kloniert. Die so generierten shRNA Expressionsplasmide wurden bakteriell
amplifiziert. Durch eine im 3’ loop vorhandene BamHI Schnittstelle konnte der
uberschussige 3’ loop entfernt und die Expressionsplasmide nach Religation erneut
bakteriell —amplifiziert werden. Im letzten Schritt wurde die shRNA-
Expressionskassette aus dem Vektor pENTR/siLib in den lentiviralen Vektor
pLP/EGFP subkloniert (Abb. 6 und Abb. 7E und F). Der lentivirale Vektor pLP/EGFP
ist ein Derivat des lentiviralen Vektors pL (B.Yazdanpanah) und beinhaltet eine

Puromycinresistenzkassette und EGFP stromabwarts der attR2 Erkennungssequenz.

Um die Diversitat bzw. die Komplexitat der urspringlichen Bibliothek (mit
uberschussigem 3’ loop) zu erhalten, wurde eine klonale Vervielfaltigung
durchgefuhrt. Zu diesem Zweck wurde die Anzahl der Bakterienklone der jeweiligen
Klonierungsschritte dokumentiert (Tabelle 1). Die Diversitat der urspringlichen
Bibliothek betrug 3,4 x 10° (Bibliothek 1); 4,5 x 10° (Bibliothek 2) bzw. 6 x 10° Klone
(Bibliothek 3), die der zweiten Bibliothek (ohne (iberschiissigem 3’ loop) 1,6 x 10%;
1,4 x 10* bzw. 1,5 x 10* und die der in den lentiviralen Vektor subklonierte Bibliothek
jeweils mehr als 10°. Eine Auswahl von 20 individuellen Klonen wurde jeweils
sequenziert, um die Qualitdt der Sequenzen beurteilen zu kdnnen (Daten nicht

gezeigt).
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Tab. 1) Die Diversitat der shRNA-Bibliothek bleibt erhalten. Die shRNA-Sequenzen wurden
zunéchst den linearisierten Vektor pENTR/Lib kloniert. Uberschiissiger 3’ loop wurde entfernt und
die Vektoren religiert. SchlieBlich wurde die shRNA-Bibliothek in den lentiviralen Vektor
pL/Pac/EGFP subkloniert. Um Aussagen Uber die Diversitdt der shRNA-Bibliothek machen zu
kénnen wurde die Anzahl der Bakterienkolonien jedes Transformationsschrittes dokumentiert. Um
die Diversitat der shRNA-Bibliothek aufrecht zu erhalten, wurde die Anzahl der Bakterienkolonien
bei jedem Transformationsschritt mindestens verdoppelt.

mﬁciT;I:u/:;tlc?mer mit B:rillj.:-gRe/:cl:;;ti)ttener pLenti/ PAC/EGFP
Haarnadelschleife Haarnadelschleife
Bibliothek 1 4,5 x 10° 1,6 x 10° >10°
Bibliothek 2 3,4x10° 1,4 x 10° >10°
Bibliothek 3 6 x 10° 1,5 x 10°* >10°

Die Daten aus Tabelle 1 und die Sequenzierung individueller Klone zeigen eindeutig,
dass mit der beschriebenen Technologie eine kostengunstige und HIV-1 spezifische
shRNA-Bibliothek konstruiert werden konnte, die sich durch eine hohe Diversitat

auszeichnet.

4.3 Selektion der shRNA-Bibliothek

Der durch eine Ganciclovir-Behandlung ausgeldste Selektionsdruck kann zu
Mutationen in der Expressionskassette der Fusions-mRNA oder zu einer teilweisen
oder sogar kompletten Eliminierung der Expressionskassette fuhren. Diese Zellklone
wlrden eine Ganciclovir-Behandlung nicht aufgrund einer potenten shRNA
uberleben sondern aufgrund der fehlenden Expression der Thymidinkinase. Um eine
Anhaufung falsch positiver Klone zu verringern, wurden die Selektionszelllinien nach
der Transduktion der shRNA-Bibliothek mit Puromycin behandelt und damit nicht

transduzierte Zellen negativ selektiert.

Fir die Bestimmung der optimalen Ganciclovirkonzentration wurden die
Selektionszelllinien jeweils mit ihrer relevanten shRNA Bibliothek und einer
irrelevanten  Bibliothek transfiziert und anschlieBend mit unterschiedlichen

Ganciclovirkonzentrationen behandelt. Dabei sollte der ausgeldste Selektionsdruck in
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nicht transfizierten Zellen der Selektionszelllinien und in Zellen, die eine ineffiziente
shRNA exprimieren, Zelltod auslésen konnen. Die Starke dieses Selektionsdruckes
musste jedoch gleichzeitig gewahrleisten, dass die Zellen der Selektionszelllinien, die
eine effiziente shRNA exprimieren, klonal expandieren konnten. Nach funftagiger
Ganciclovir-Behandlung wurde sowohl die Anzahl der Klone als auch ihre Grolle
(Anzahl Zellen pro Klon) mikroskopisch beurteilt (Abb. 8A). Dabei zeigte sich, dass
eine Behandlung mit 2 x 10° M Ganciclovir in der mit der irrelevanten Bibliothek
transfizierten Selektionszelllinie zwar Zelltod ausloste, gleichzeitig aber die klonale
Expansion der mit der relevanten shRNAs transfizierten Zellen verhinderte. So
konnten lediglich Klone mit zwei bis vier Zellen beobachtet werden. Durch die
Selektion mit 2 x 10® M Ganciclovir hingegen war es mdglich, sowohl Zelltod
auszuldsen als auch eine klonale Expansion der mit der relevanten Bibliothek
transduzierten Selektionszelllinien zuzulassen. Eine Konzentration von 2 x 107 M
Ganciclovir konnte in keiner der transduzierten Selektionszelllinien Zelltod ausldsen
(Daten nicht gezeigt). Abb. 8A zeigt die Quantifizierung der Zellklone nach
Transduktion der relevanten und der irrelevanten shRNA-Bibliothek in die
Selektionszelllinie HSV-TK/HIV-1.2.
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Abb. 8) Optimierung der Parameter fiir eine effiziente Selektion der shRNA-Bibliothek. A)
Bestimmung der optimalen Ganciclovirkonzentration. Die Selektionszelllinie HeLa/HSV-TK/HIV-
1.2 wurde mlt ihrer relevanten oder einer irrelevanten shRNA-Bibliothek transfiziert und finf Tage
mit 2 x 10° M und 2 x 10° M Ganciclovir behandelt. AnschlieBend wurden die Anzahl und die
Grole der Klone (Zellen pro Klon) mikroskopisch beurteilt. Die Selektion mit 2 x 10"® M Ganciclovir
ermoglicht die Induktion der Apoptose in Zellen, die die irrelevante shRNA-Bibliothek exprimieren
und erlaubt gleichzeitig die klonale Expansmn der Zellen, die die relevante shRNA-Bibliothek
exprimieren. Die Selektion mit 2 x 10° M Ganciclovir 16st zwar Apoptose aus, lasst aber keine
klonale Expansion zu. B) und C) Optimierung der Annealing- und der Elongations-Temperatur fur
die zweistufige nested PCR. B) Um die shRNA-Expressionskassetten aus der genomsichen DNA
der Selektionszelllinien amplifizieren zu kdénnen wurde ein zweistufiges nested PCR System
angewendet. Dabei wurde das 350 bp grole PCR-Produkt der ersten PCR (nested PCR 1) in eine
zweite PCR (nested PCR 2) eingesetzt. Das Primerpaar der zweiten PCR liegt dabei zwischen
den Primern fiir die erste PCR und generiert 175 bp grolRe DNA-Fragmente. C) Zur Identifikation
der optimalen Annealing- und der Elongation-Temperatur der nested PCR 1 und 2 wurden
Gradienten-PCRs durchgefiihrt. Die PCR-Produkte wurden auf 2%igen Agarosegelen aufgetrennt.
Die optimale Annealing-Temperatur der nested PCR 1 und 2 wurden auf jeweils 64°C festgelegt.
Die optimale Elongation-Temperatur der nested PCR 1 wurde auf 65°C festgelegt, die der nested
PCR 2 auf 72°C.
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Um die shRNA-Expressionskassetten aus den selektierten Zellklonen isolieren zu
konnen, wurde die genomische DNA isoliert und die shRNA-Expressionskassetten
mittels zwei-stufiger nested PCR amplifiziert. Die optimalen Annealing- und
Elongations-Temperaturen wurden fur beide PCRs mittels Gradienten-PCR ermittelt
(Abb. 8B). Fur die erste Stufe wurde eine Annealing -Temperatur von 64°C und eine
Elongations-Temperatur von 65°C gewahlt, fir die zweite Stufe eine Annealing-
Temperatur von 64°C und eine Elongations-Temperatur von 72°C. Die auf diese
Weise amplifizierten shRNA-Expressionskassetten wurden Uber Agarosegele
aufgetrennt und isoliert (Abb. 8C).

Mit Hilfe der ermittelten Parameter wurden die drei shRNA-Bibliotheken in den
jeweils relevanten Selektionszelllinien selektiert. Dazu wurden die shRNA-
Bibliotheken mit einer MOI von 0,1 transduziert, um eine Transduktion einzelner
shRNA-Expressionskassette pro Zelle gewahrleisten zu kdnnen. Die Transduktions-
Effizienz wurde nach 48 Stunden anhand GFP-exprimierender Zellen ermittelt und
betrug 10%. Nach einmaliger Puromycinbehandlung und anschlieender flnftagiger
Ganciclovir-Behandlung erfolgte eine einwochige Expansion der selektierten
Zellklone. Mit Hilfe des nested PCR Systems konnten schlie3lich 500 individuelle

shRNA-Expressionskassetten isoliert werden.

4.4 Validierung PCR-amplifizierter shRNA-
Expressionskassetten mittels HIV-1 spezifischem

Luziferase-Assay

Um das inhibitorische Potential der shRNA-Expressionskassetten validieren zu
konnen, wurden HIV-1 spezifische Luziferase-Reporter-Assays mit dem
Reporterplasmid pNL4.3.Luc.R-E- (Abb.9A) durchgeflihrt. Dabei handelt es sich um
einen Klon von HIV-1, der in transfizierten Zellen aufgrund zweier frameshifts im env-
und im rev-Gen zwar einmalig replizieren, jedoch keine Virus-Nachkommen
produzieren kann. Zusatzlich wurde in das nef-Gen das Reportergen fur Luziferase

inseriert.
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HEK293 FT Zellen wurden mit dem Reporterplasmid und jeweils einer individuellen
shRNA-Expressionskassette transient kotransfiziert. Als Positivkontrolle wurden

scrambled shRNA-Expressionskassetten mit dem Reporterplasmid kotransfiziert.

Mit Hilfe des Luciferase Assay Reporter Kits (Promega) wurde die relative Menge an
aktivem Luziferase-Enzym anhand des emittierenden Lichtes ermittelt. Die relative
Luziferase-Aktivitat korreliert dabei reziprok mit der Effizienz der shRNA, die HIV-1
Replikation zu inhibieren. Abb. 9B zeigt das inhibitorische Potential der shRNA-
Expressionskassetten relativ zur Positivkontrolle und in Bezug auf die

Gesamtproteinmenge der Zelllysate.

Die ermittelten Daten des Luziferase-Assays zeigen, dass Uber die Halfte der

selektierten shRNAs die Reportergenaktivitat um mehr als 70% inhibieren kann.

A
pNL4.3Luc.R-E- tat —— P_l m
vif rev \/
o8 pol | Lver nef
- RRE
5'LTR Vpu 5‘LTR
B

Luziferaseaktivitat [% Kon]

ol |
i A

Abb. 9) Validierung der selektionierten shRNA-Expressionskassetten mittels HIV-1
spezifischem Luziferase-Assay. 500 shRNA-Expressionskassetten wurden aus selektiierten
Zellklonen mittels PCR isoliert und mit dem A) Reporterkonstrukt pNL4-3Luc-R-E- in 3,6 x 10*
HEK293 FT Zellen kontransfiziert (CaPO, je 50 ng shRNA-Expressionskassette und
Reporterkonstrukt). B) 48 h nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und das inhibitorische
Potential der shRNA-Expresisonskassetten mit einem Luziferase-Assay bestimmt und
ausgewertet. Eine verbleibende Luziferase-Aktivitdt von < 30% (rot) in Bezug auf die
Positivkontrolle (Kon) deutet auf eine potente shRNA gegen HIV-1 hin.
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4.5 Sequenzanalysen und Validierung potenter shRNA-

Spezies

Anfangliche Versuche, die PCR-amplifizierten shRNA-Expressionskassetten durch
einen kommerziellen Anbieter sequenzieren zu lassen, schlugen fehl (Firma Qiagen;
Hilden, Deutschland). Weitere Versuche zur Sequenzierung wurden vom
Sequenzierlabor des Center of Genomics Cologne durchgefuhrt. Dort wurde der
Versuch unternommen PCR-amplifizierte, aufgereinigte shRNA-
Expressionskassetten unter Verwendung eines flr Plasmide standartisierten
Programms zu  sequenzieren. Abb. 10B zeigt ein reprasentatives
Elektropherogramm, das den Abbruch der Sequenzierreaktion unmittelbar nach dem

Start darstellt und so keine Identifikation der shRNA-Sequenz zuliel}.

Da sich eine Vektor-basierte Sequenzierung oft als viel versprechender erweist als
die direkte Sequenzierung von PCR-Produkten, wurden die shRNA-
Expressionskassetten  effizienter shRNAs fur die Erzeugung optimaler
Sequenzierergebnisse zunachst in den GATEWAY® kompatiblen TA-cloning Vektor
PENTR/TA kloniert, der auf dem Vektor pENTR/siH1/mDD-Stuffer (B.Yazdanpanah)
basiert (Abb. 10A). Dabei wurde statt des H1-Promotors und der mDD-Stuffer
Sequenz ein doppelstrangiges Oligomer zwischen attL1 und attL2 kloniert, das zwei
alternierende Xcml-Schnittstellen enthalt. Durch die Restriktion mit Xecm/ konnte ein
Vektorhintergrund erzeugt werden, der sowohl 5 als auch 3’ Thymidin-Uberhange
aufweist (Abb. 10A). Die in der nested PCR eingesetzte Tag-Polymerase produziert
ihrerseits sowohl 5’ als auch 3’ Adenin-Uberhange, die zu den Thymidin-Uberhangen
des Vektorhintergrundes komplementar sind und die Klonierung der shRNA-
Expressionskassetten vereinfacht. Die auf diese Weise generierten shRNA-
Expressionsplasmide wurden in eine in vorliegender Arbeit optimierte PCR fur die
Sequenzierreaktion eingesetzt. Zu den optimierten Bedingungen zahlt die
Verwendung des BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits zusammen mit
dem dGTP BigDye® Terminator v3.0 Cycle Sequencing Kit (applied biosystems) in
einem Verhaltnis von 3:1 und der Einsatz von 0,83 M Betaine. Des Weiteren wurde
ein PCR-System verwendet, dass als TouchDown-PCR bezeichnet wird (Don et al.

1991). Das Elektropherogramm in Abb. 10C zeigt das Ergebnis der Sequenzierung
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einer shRNA-Expressionskassette im Vektorhintergrund pENTR/TA, die unter

optimierten Bedingungen durchgefihrt wurde.

attLl I attL2
> > >
l Xeml L Xeml |

TCTCC AGTTCT GAATTGGCCAGTACA ﬂAAATGGAAG

AGAGGTCAAG CTTAACCCIGTCATG TGTTTACCTTC
I
kanR/neoR TCTCC AGTTCT a A CAAATGGAAG
SV40 ori AGAGGTCAAG| A TGTTTACCTTC
B
‘ A
J A N\
P I“"‘V\J\}\-_ /O T ._F\iﬂ/ b .‘\L. A AR n_i‘d’ft..AA..:\".f\_L\ rmal\n N A
r sense Strang —‘ I— antisense Strang —‘
"I| h A "

l || | |III | | il Illl'lll" i Ihl |
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Abb. 10) Effiziente shRNA-Expressionskassetten werden zur Sequenzierung in den Vektor
PENTR/TA kloniert und mit Hilfe einer optimierten Einzelstrang-PCR sequenziert. Validierte
shRNA-Expressionskassetten wurden in den A) TA-cloning Vektor pENTR/TA kloniert. pPENTR/TA
ermoglicht eine vereinfachte Klonierung der Taqg DNA Polymerase amplifizierten shRNA-
Expresionskassetten durch benachbarte, invertierte Xem | — Schittstellen, die 3’ und 5’ Thymidin-
Uberhdnge generieren. B) Die Sequenzierung von shRNA-Expressionskassetten als PCR-
Produkte mit einer Standard Einzelstrang PCR ergaben keine lesbaren Elektropherogramme. C)
Die Sequenzierung von shRNA-Expressionskassetten im Vektorhintergund pENTR/TA mit einer
optimierten Einzelstrang PCR produziert lesbare Elektropherogramme, mit denen sense und
antisense Strang der shRNA identifiziert werden konnten.

Durch die Etablierung der oben beschriebenen Sequenziermethode konnten 31
shRNAs identifiziert werden. Die Abbildung 11A zeigt die Lokalisation der shRNA-
Zielsequenz im HIV-1 Genom und Tabelle 2 die viralen Ziel-Sequenzen der shRNAs.

Um beurteilen zu kdnnen, wie haufig die Zielsequenzen unter den bekannten HIV-1
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Isolaten vertreten ist, wurden Homologievergleiche mit dem Blast Algorithmus der
HIV-Sequenz-Datenbank des Los Alamos National Laboratory durchgefihrt. Die
Datenbank enthalt ca. 200.000 Sequenzen aller weltweit bekannten HIV-1 Isolate
(HIV Sequence Compendium 2008, http://www.hiv.lanl.gov). Fur die durchgefihrte

Blast-Suche wurden nur Sequenzen kompletter Genome herangezogen (Tab. 2).

Fur weiterfUhrende Experimente und die Etablierung stabiler shRNA exprimierender
Zelllinien wurde das spezifische inhibitorische Potential einer Auswahl der in den
Vektorhintergrund PENTR/TA klonierten und sequenzierten shRNA-
Expressionskassetten validiert. Zum Auswahlkriterium gehorte neben dem
inhibitorischen Potential der shRNAs auch, wie haufig die Zielsequenz unter den

bekannten HIV-1 Isolaten konserviert war (siehe Tab. 2)
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Tab. 2) Identifizierte shRNA-Sequenzen sind spezifisch gegen HIV-1 gerichtet und sind
innerhalb der bekannten Isolate vertreten. Tabelle 2 gibt einen Uberblick tiber die HIV-1 Ziel-
Sequenz der identifizierten shRNAs und die Anzahl der bekannten HIV-1 Isolate, die diese
Zielsequenz exprimieren. gag/pol 1 — 25 shRNAs sind gegen Sequenzen in der gag/pol-
kodierenden Region gerichtet, vif 1 + 2 gegen Sequenzen in der vif - kodierenden Region,
RevE1 gegen eine Sequenz im Exon 1 von rev und env 1 gegen Sequenzen in der env-
kodierenden Region. 5’ LTR und 3’ LTR sind gegen Sequenzen in den LTR-Bereichen gerichtet.

Los Alamos Blast
Bezeichnung Ziel-Sequenz (pNL4.3) N=Anzahl molekukarer
Klone von HIV-1
gag/pol 1 gagtattggcaagccacctg 3985
gag/pol 2 ccaccagaagagagcttcag 9767
gag/pol 3 gagacaacaactccctctca 35180
gag/pol 4 gacaacaactccctctcaga 10211
gag/pol 5 tctgagagggagttgttgtc 3583
gag/pol 6 acaactccctctcagaagca 10267
gag/pol 7 gcagcgacccctcgtcacaa 65399
gag/pol 8 tacaggagcagatgatacag 66211
gag/pol 9 gtacagcctatagtgctgcecce 43997
gag/pol 10 gtcaatgacatacagaaatt 35518
gag/pol 11 acagctggactgtcaatgac 34735
gag/pol 12 ggcaagtcagatttatgcag 33484
gag/pol 13 gaagcagagctagaactggc 27153
gag/pol 14 agagtattggcaagccacct 3986
gag/pol 15 acagagtattggcaagcaac 60013
gag/pol 16 tcagagcagaccagagccaa 8767
gag/pol 17 gagtgggagtttgtcaatac 3579
gag/pol 18 gtcaatacccctececttagt 3456
gag/pol 19 actttctatgtagatggggc 2931
gag/pol 20 aaagttgtccccctaacgga 25962
gag/pol 21 ccagcacacaaaggaatt 2825
gag/pol 22 ggacaagtagactgtagccc 2554
gag/pol 23 agtactacagttaaggccgc 30137
gag/pol 24 gtcaaggagtaatagaatct 3121
gag/pol 25 agctaccataatgatacaga 7288
vif 1 tggttttatagacatcacta 3034
vif 2 gaacaagccccagaagacca 4591
rev E1 gagctcatcagaacagtcag 4545
env 1 tccaggcaagaatcctggcet 12141
5" LTR gacgtaggcctcatgatgtg 71551
3 LTR tccagggaggcgtggectgg 1946
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Zur Validierung wurden die shRNA-Expressionskassetten exprimierenden Vektoren
mit dem HIV-1 spezifischen Luziferase-Reporter-Konstrukt pNL4.3Luc.R-E- in HEK
293 FT Zellen kotransfiziert und im Luziferase Assay untersucht. Als Kontrolle fur
eine HIV-1 spezifische Herunterregulierung der Expression der Luziferase wurde der
Vektor pENTR/H1siScr (B.Yazdanpanah) verwendet, der eine shRNA exprimiert, die
keine Homologie zum Genom von HIV-1 besitzt. Das Ergebnis des Luziferase-
Reporter-Assays zeigt, dass nur die HIV-1 spezifischen shRNAs der selektierten
shRNA-Bibliothek, nicht aber die Kontroll-shRNA (siScr), in der Lage sind, die
Expression der Luziferase zu inhibieren (Abb. 11B).

Mit Hilfe der optimierten Bedingungen konnten 31 verschiedene shRNA-Sequenzen
identifiziert werden. Jede der identifizierten Sequenzen war vollstandig
komplementar zu einer spezifischen Sequenz von HIV-1 pNL4.3 und war unter den
Sequenzen der bekannten HIV-1 Isolate konserviert. Die Expression der shRNAs
von dem GATEWAY® kompatiblen Vektor pPENTR/TA bestitigt deren inhibitorisches

Potential im HIV-1 spezifischen Luziferase-Assay.
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Abb. 11) Die Expression der shRNAs vom Vektorhintergrund pENTR/TA resultiert in einer
spezifischen Herunterregulierung der Luziferase-Aktivitit. A) Zu den Zielregionen der
identifizierten shRNAs gehdren die gag/pol-kodierende Region, die vif-kodierende Region, das
ExonE1 von rev und die enf-kodierende Region. 5'LTR und 3‘LTR sind gegen Sequenzen der
regulatorischen LTR-Regionen gerichtet. B) Die in den Vektor pENTR/TA klonierten shRNA-
Expressionskassetten wurden mit dem Reporterplasmid pNL4.3.Luc.R-E- in 3,6 x 10* HEK293 FT
Zellen kotransfiziert (CaPO; je 50 ng Plasmid) und 48 h spater mit Hilfe des Luziferase-Assays die
Herunteregulierung der Luziferase-Aktivitdt gemessen. Alle HIV-1 spezifischen shRNAs sind
potente Inhibitoren der Luziferase-Aktivitat im Vergleich zur irrelevanten Kontroll-shRNA siScr.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die randomisierte shRNA-Bibliothek
eine Vielzahl potenter shRNAs gegen verschiedene Regionen des HIV-1 Genoms

enthalt und dass die Positivselektion mit Ganciclovir zu einer Anreicherung potenter
Inhibitoren der Replikation von HIV-1 geflhrt hat.
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4.6 Analyse synthetischer siRNA-Derivate

ShRNAs, die im Zellkern eukaryotischer Zellen exprimiert werden, werden mit Hilfe
von Exportin-5 in das Zytolasma geschleust (Yi, R, 2003). Im Zytoplasma werden sie
anschlieBend von Dicer in funktionelle siRNAs prozessiert, indem die
Haarnadelschleife entfernt wird (Mikuma, T, 2004). Um herauszufinden, ob exogen
applizierte synthetische siRNAs eine vergleichbare inhibitorische Effizienz aufweisen
wie die von Plasmiden exprimierten shRNA-Expressionskassetten, wurden auf der
Basis von 11 verschiedenen shRNAs korrespondierende siRNAs synthetisiert. Die
synthetischen siRNAs wurden mit den entsprechenden Selektionsplasmiden in HEK
293 FT Zellen kotransfiziert und die Expression der von der Fusions-mRNA
exprimierten HSV-TK 48 Stunden nach Transfektion im Western Blot getestet. Als
Negativkontrolle wurde eine unspezifische siRNA (Allstar neg.) verwendet. Die
Western Blot Analyse der Zelllysate in Abbildung 12 zeigt, dass 80% der
synthetischen siRNAs in der Lage sind, die Expression der Thymidinkinase von der

Fusions-mRNA konzentrationsabhangig zu inhibieren.

Die Daten zeigen, dass die Effizienz synthetischer siRNA-Derivate mit der validierter

shRNA-Konstrukte vergleichbar ist.
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Abb. 12) Synthetische siRNA-Derivate und validierte shRNAs inhibieren die Replikation von
HIV-1 mit vergleichbarer Effizienz. 11 verschiedene shRNAs wurden chemisch synthetisiert und
jeweils 5 nM, 20 nM und 100 nM der synthetischen siRNAs wurden mit den entsprechenden
Selektionskonstrukten in 2 x 10° HEK293 FT Zellen kotransfiziert (CaPO, 300 ng Vektor).
Immunblotanalysen mit HSV-TK spezifischem Antikorper 48 h nach Transfektion zeigen, dass die
Mehrheit der siRNAs die Expression der HSV-TK in einer konzentrationsabhangigen Weise
inhibieren kénnen. Allstar neg. = Kontroll-siRNA.

4.7 Funktioneller Vergleich von shRNAs und miRNAs

Endogen exprimierte miRNAs werden von RNA Polymerase Il Promotoren im
Zellkern polycistonisch exprimiert und liegen vor ihrer Prozessierung als lange pri-
mMiRNAs vor. Drosha erkennt diese Strukturen und prozessiert die pri-miRNA in 60 —
70 nt miRNA-Vorlaufer, die pra-miRNAs. Die pra-miRNAs werden anschlie3end
durch den Exportin-5/Ran Komplex in das Zytoplasma der Zelle transportiert. Im
Vergleich zu shRNA und siRNAs, die zu ihrer Zielsequenz vollstandig komplementar
sein mussen, bilden miRNAs aufgrund von Nukleotidsubstitutionen charakteristische
Nukleotidblasen (ungepaarte Nukleotide), die eine vollstandig komplementare
Bindung an ihre Ziel-mRNAs verhindern. So wird die Ziel-mRNA nach der miRNA-
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Bindung nicht degradiert sondern ihre Translation unterdrickt. Ein bedeutsamer
Vorteil von RNA Polymerase [l Promotoren besteht in der polycistronischen
Genexpression und in der induzierbaren zellspezifischen Aktivierung von miRNAs.
Daher wurde die Moglichkeit gepruft, die RNA Polymerase Il abhangige shRNA-
Bibliothek in einem RNA Polymerase Il kontrollierten miRNA Hintergrund zu
uberfihren. Zu diesem Zweck wurde ein kommerzielles miRNA-Expressionssystem
verwendet, dass auf der murinen miR-155 basiert und die Expression der miRNA von

einem CMV-Promoter steuert (Lagos-Quintana et al. 2002).

ShRNA-Sequenzen von drei effizienten shRNA-Expressionskassetten wurden als
Oligonukleotide mit der fur die miR-155 charakteristischen Haarnadelschleife
synthetisiert und in den kommerziellen Vektor kloniert. Es wurden sowonhl
Oligonukleotide mit dem fir miRNAs charakterisitischen Nukleotid-Blasen durch
Einflgen von Nukleotiden synthetisiert als auch Oligonukleotide, die die

ursprungliche shRNA-Sequenz kodieren.

Die miRNA  Expressions-Plasmide wurden mit dem  entsprechenden
Selektionsplasmid (pENTR/HSV-TK/HIV-1.2) in HEK 293 FT Zellen kotransfiziert und
die Expression der Thymidinkinase im Western Blot 48 Stunden nach Transfektion
getestet. Als Positivkontrolle wurden die drei entsprechenden shRNA-
Expressionsplasmide verwendet. Wie Abbildung 13 zeigt, sind nur die shRNA-
Expressionsplasmide in der Lage die Thymidinkinase-Expression effizient
herunterzuregulieren. Die miRNA-Expressionsplasmide, mit oder ohne Nukleotid-
Blasen zeigen nur eine geringfligige Herunterregulierung der Thymidinkinase-

Expression.
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Abb 13) Validierten shRNAs, die von einem RNA Polymerase Il Promoter exprimiert
werden weisen kein inhibitorisches Potential auf. Drei validierte shRNAs wurden in ein
kommerzielles Vektorsystem mit RNA Polymerase Il Promoter kloniert. Dabei wurden shRNAs
mit urspringlicher Sequenz als auch shRNAs mit den fir miRNAs charakteristischen
Nukleotidblasen kloniert. Um das inhibitorische Potential der von den RNA Polymerase Il
exprimierten shRNA-Derivate zu testen und mit dem urspriinglichen RNA Polymerase |l
gesteuerten shRNAs zu vergleichen, wurden die Expressionsplasmide mit dem relevanten
Fusions-mRNA Selektionsplasmid in 2 x 10° HEK293 FT Zellen kotransfiziert (CaPO, je 0,5
pg Plasmid). Immunblotanalysen mit HSV-TK spezifischem Antikdrper 48 h nach Transfektion
zeigen, dass die shRNA-Derivate, die von einem RNA Polymerase Il Promoter (CMV)
exprimiert werden, die Expression der HSV-TK nur minimal herunterregulieren. Im Gegensatz
zu den RNA Polymerase Il Promoter (H1) exprimierten shRNAs, die eine starke

Herunterregulierung der HSV-TK induzieren. (grau = miRNA-HIntergrund der murinen miR-
155)

4.8 Stabile shRNA-Expression als potenter Inhibitor der
HIV-Infektion

Um den inhibitorischen Effekt der shRNAs auf eine HIV-1 Infektion untersuchen zu

konnen wurden stabil exprimierende Hela-P4-shRNA Zelllinien etabliert. Die

parentale Zelllinie HelLa-P4 (Prof. Krausslich, Universitatskliniken Heidelberg)

exprimiert sowohl den humanen primaren HIV-1 Rezeptor (CD4) als auch beide

HIV-1 Korezeptoren (CXCR4 und CCRS5) und ist somit fur HIV-1 permissiv (Charneau
et al. 1992).

Fir die Etablierung stabiler HelLa-P4-Zellen wurden die  shRNA-
Expressionskassetten aus dem GATEWAY® kompatiblen Vektor pENTR/TA in den
lentiviralen Vektor pL (B. Yazdanpanah) subkloniert (Abb. 14A). Anschliellend
wurden in HEK293 FT Zellen lentivirale Partikel hergestellt. Fur jede shRNAs-
Spezies wurden mehrere Klone der HelLa-P4-Zelllinie generiert. Die Integration der

shRNA-Expressionskassetten wurde durch PCR-Analysen Uberpriuft (Daten nicht
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gezeigt). Eine Vorauswahl effizienter Zellklone wurde nach einem transienten Test
getroffen. Dazu wurden die Zellklone mit dem Reporterkonstrukt pNL4.3.Luc.R-E
transfiziert und Luziferase-Assays durchgefuhrt. Abbildung 14B zeigt, dass die
Mehrzahl der etablierten Zelllinien in der Lage sind, die Expression der Luziferase im

Vergleich zur scrambled HelLa-P4-Zelllinie scrX herunterzuregulieren.

FUr die Infektionsversuche wurden die ausgewahlten stabilen HelLa-P4-Klone mit
dem HIV-1 Klon pNL4.3 infiziert. 42 Stunden nach Infektion wurde im Uberstand der
Zellen das virale Kapsidprotein p24 mittels p24-Antigen-ELISA bestimmt. Der p24-
Antigen Nachweis dient der Quantifizierung der HI-Viruspartikel in einer Kultur, da die
Menge der Viren in einer Viruskultur proportional zur Menge des Kapsidproteins p24
ist (p24-Antigen Aquivalent). Die Auswertung des ELISAs zeigt, dass alle shRNA-
exprimierenden HelLa-P4-Klone in der Lage sind, die Produktion neuer Viruspartikel
um 60 bis 80% herunterzuregulieren (Abb. 14C). Im Vergleich dazu inhibiert die HIV-

1 unspezifische Kontrollzelllinie HeLa P4 scrX die Virusproduktion um maximal 10%.

Diese Daten zeigen eindeutig, dass die durch die Selektion der randomisierten
shRNA-Bibliothek angereicherten shRNAs nicht nur im Modellsystem sondern auch

wahrend einer HIV-1 Infektion die Virus Replikation herunterregulieren kdnnen.
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stabil exprimierende HelLa P4

Abb. 14) Stabile shRNA-Expression inhibiert HIV-1 Infektionen in HeLa-P4-Zellen. Fir die
stabile Expression der ausgewahlten shRNAs wurden die shRNA-Expressionskassetten aus dem
pENTR/TA Uber LR Rekombination in den A) lentiviralen Vektor pL subkloniert. Anschlief3end
wurden virale Partikel mit pL/shRNA hergestellt und fir die Etablierung stabiler HeLa-P4-Zellen
(Prof.Krausslich, Heidelberg) verwendet. B) Fir jede shRNA wurden verschiedene HelLa-P4-Klone
im HIV-1 spezifischen Luziferase-Assay auf ihr inhibitorisches Potential getestet. Dazu wurden 3,4
x 10* Zellen der stabilen HeLa-P4-Klone mit pNL4.3.Luc.R-E- transfiziert (CaPO; 50ng) und 48h
pT Luziferase-assays durchgefiihrt . C) Die in B) mit * gekennzeichneten HelLa P4 Klone wurden
mit HIV-1 pNL4.3 infiziert und 42 h danach die Produktion von Virus Nachkommen mittels p24
Antigen ELISA (INNOGENETICS; Gent, Heidelberg) gemessen. Alle shRNAs sind im Vergleich

zur irrelevanten Kontrolle-Zelllinie HelLa-P4 scrX in der Lage die Produktion von Virus
Nachkommen zu inhibieren.
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5 Diskussion

Die zur Behandlung von HIV-1 infizierten Patienten herkdmmlich eingesetzte
antiretrovirale Therapie (HAART) ist Protein-basiert und vereinigt Inhibitoren der
Reversen Transkriptase und der Protease sowie einen Fusionsinhibitor. Mit HAART
kann die Viruslast mittlerweile im besten Fall fir ca. 40 Jahre auf ein nicht
detektierbares Niveau inhibiert werden. HAART bleibt jedoch vor allem bedingt durch
starke Nebenwirkungen und die Produktion geringster Mengen viraler Transkripte in
Gedachtnis CD4" T-Zellen, aus denen durch den therapeutischen Selektionsdruck
resistente HIV-1 Varianten hervorgehen koénnen, fur eine effiziente Medikation
unzulanglich. Auf der Suche nach neuen Ansatzen gewannen neben der
Weiterentwicklung Protein-basierter Therapieansatze die RNA-basierten Ansatze an
Bedeutung. Von ihnen stellt die RNA Interferenz mittels siRNAs und shRNAs einen
viel versprechenden Ansatz dar, der gentherapeutisch zur intrazellularen

Immunisierung” eingesetzt werden kann.

Aus diesem Grund sollten im Rahmen dieser Arbeit shRNAs identifiziert werden, die
als potente Inhibitoren der HIV-1 Replikation fungieren kdonnen. Die Identifikation
dieser shRNAs erfolgte Uber die Selektion einer randomisiert konstruierten HIV-1
spezifischen shRNA-Bibliothek in zu diesem Zweck generierten Hela
Selektionszelllinien. Die Validierung der selektierten shRNA-Expressionskassetten
zeigte, dass mehr als die Halfte der shRNAs die Replikation von HIV-1 um mehr als
70% herunterregulieren konnten und somit als potente shRNA gelten. Die
anschlieRende Sequenzierung der shRNAs belegte die HIV-1 Spezifitat, da der
antisense Strang der shRNAs vollstandig komplementar zum kodierenden Strang der
provialen DNA von HIV-1 war. Eine Auswahl der shRNAs wurde fur weitere
funktionelle Analysen herangezogen. Um die Konvertibilitat der shRNA-Bibliothek zu
uberprufen, wurden ausgewahlte shRNAs sowohl als synthetische siRNAs als auch
als miRNAs auf ihr inhibitorisches Potential hin Gberprift. Dabei waren 80% der
synthetischen siRNAs in der Lage, die Translation der Fusions-mRNA effizient

herunterzuregulieren. Die Expression der shRNAs von einem RNA Polymerase |l
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Promoter in einer naturlichen miRNA Umgebung konnte hingegen keine effiziente
Inhibition der Translation der Fusions-mRNA erzielen. SchlieBlich wurde die
Produktion von Virus-Nachkommen in HIV-1 permissiven HelLa P4 Zellklonen, die
eine stabile Expression jeweils einer validierten shRNA aufwiesen, getestet. Die
Versuche bestatigten anhand einer verminderten Virusreplikation, dass die
identifizierten shRNAs potente Inhibitoren von HIV-1 darstellen, was sie fur einen

gentherapeutischen Ansatz interessant macht.

5.1 Konstruktion der randomisierten shRNA-Bibliothek

In der vorliegenden Arbeit wurde zum ersten Mal eine randomisierte shRNA-
Bibliothek gegen HIV-1 konstruiert. Die Konstruktion basiert auf einer von Sen et al.
abgeleiteten Technologie (Sen et al. 2004). Ihr liegt ein Klon von HIV-1 (Laborstamm
pNL4.3) zugrunde, der jedoch nicht wie von Sen et al. beschrieben mit Hilfe von
Restriktionsendonukleasen in kleinere Fragmente geschnitten, sondern mittels
DNasel fragmentiert wurde. Die so beschriebene Fragmentierung der proviralen DNA
hat den Vorteil, dass uberlappende Fragmente hergestellt werden und damit die
Komplexitat bzw. Diversitat der shRNA-Bibliothek gesteigert wird (Anderson 1981).
DNase | ist durch eine sehr geringe Sequenzspezifitat gekennzeichnet (Ehrlich et al.
1973). Um jedoch eine vollig Sequenz-unabhangige Fragmentierung der cDNA
durchfihren zu konnen, wurde aullerdem der Versuch unternommen, eine
mechanische Fragmentierung mittels Ultraschall durchzufuhren. Die anschliefende
Ligation der fragmentierten cDNA mit dem 3’Joop oder mit sich selbst schlugen
jedoch fehl, was darauf zurlickzufihren sein koénnte, dass durch das
hydrodynamische Scheren die DNA vollstandig degradiert worden war oder

unligierbare Enden produziert wurden.

Ein weiterer wichtiger Aspekt fur die Funktionalitdt der hier angewandten shRNA-
Bibliothek ist die Limitierung der Lange der resultierenden shRNAs auf 19 — 21
Nukleotide mit 2 nt 3’ Uberhadngen, um eine Interferonantwort zu verhindern (Gantier
and Williams 2007). Die Interferonantwort bildet einen essentiellen Teil der
angeborenen Immunitat einer Zelle und wird u. a. als Abwehrmechanismus gegen

kurze RNA-Strange im Rahmen der Virusabwehr initiiert. Sie induziert eine generelle
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Unterdrickung der Proteinexpression in infizierten Zellen und fuhrt letztlich zum
Zelltod (Grandvaux et al. 2002). Um die Grdole der resultierenden shRNAs
kontrollieren zu kénnen, wurde der 3’ loop, der die Haarnadelschleife der shRNA
enthalt, mit einer Erkennungssequenz fur das Restriktionsenzym Mme | versehen.
Durch die 20 nt versetzte Schnittstelle des Restriktionsenzyms konnten HIV-1
Fragmente mit einer Lange von mehr als 21 nt aus der Konstruktion der shRNA-
Bibliothek ausgeschlossen werden. Um die flr eine shRNA charakteristische
invertierte Struktur aus sense und antisense Strang und verbindender
Haarnadelschleife generieren zu konnen, wurde der komplementare Strang des
einzestrangigen DNA Ringes, der durch die Ligation des 5’ loop generiert wurde,
mittels rolling circle amplification (RCA) mit der ¢ 29 DNA Polymerase synthetisiert.
Die ¢ 29 DNA Polymerase eignet sich durch ihre aul3erordentlich hohe Prozessivitat
und Genauigkeit besonders zur Synthese der invertierten Strukturen (Blanco and
Salas 1984; Blanco et al. 1989; Garmendia et al. 1992). Die Bibliothek der shRNA-
Sequenzen wurde nach der Klonierung in den GATEWAY®-kompatibIen shRNA-
Expressionsvektor pENTR/siLib, der es ermdoglicht die shRNA-Sequenz zwischen
den RNA-Polymerase Ill Promoter H1 und eine polyA-Sequenz einzufugen, in den
lentiviralen Vektor pLP/EGFP subkloniert. Der lentivirale Vektor erlaubte die stabile
Expression der shRNA nach Integration in das Genom der Selektionszelllinien und
damit eine Selektion potenter shRNAs. AuRerdem ermdoglichte das Markergen EGFP
eine  kontrollierte  Transduktion der  Selektionszelllinien, um  einmalige

Integrationsereignisse gewahrleisten zu kdnnen.

5.2 Selektion potenter HIV-gerichteter shRNAs

FUr die Anreicherung potenter shRNAs aus der randomisierten shRNA-Bibliothek,
wurden Selektionszelllinien etabliert, die eine Fusions-mRNA aus Herpes Simplex
Virus Thymidinkinase (HSV-TK) und einem Abschnitt des HIV-1 Genoms
exprimieren. Die Fragmentierung des HIV-1 Genoms in drei Abschnitte erfolgte
aufgrund der biologischen Sicherheit, um die Entstehung von infektiosen

Viruspartikeln bei der lentiviralen Transduktion der shRNA-Bibliothek zu verhindern.
Die Expression der Thymidinkinase selbst ist nicht toxisch flr die stabil
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exprimierenden Zellen. Erst eine gezielte Ganciclovir-Behandlung fuhrt zur
Akkumulation des toxischen Derivats und konsequenterweise zum Tod der Zellen.
Die Expression einer potenten shRNA in der entsprechenden Selektionszelllinie flhrt
zur effizienten Degradation der Fusions-mRNA, wodurch die Expression der HSV-TK
unter ein kritisches Niveau herabsinkt, was zum Uberleben der Zellen in
Anwesenheit von Ganciclovir fuhrt. Dadurch konnten Zellen, die eine effiziente

shRNA exprimieren angehauft werden.

Durch die Etablierung eines zweistufigen nested PCR-Systems konnten die shRNAs
als shRNA-Expressionskassetten direkt aus den positiv selektierten Zellklonen
amplifiziert werden. Es konnte gezeigt werden, dass die shRNA-
Expressionskassetten als effizientes Expressionssystem flr die Validierung des
inhibitorischen Potentials der shRNAs verwendet werden konnten. Die Funktionalitat
der 175 bp groRen PCR-Fragmente steht im Einklang mit experimentellen Analysen
anderer Arbeitsgruppen (Scherer et al. 2004). Die Validierung der selektierten
shRNA-Expressionskassetten zeigte, dass mehr als die Halfte der shRNAs die HIV-1

Replikation um mehr als 70% inhibieren konnten.

Im Gegensatz dazu identifizierten Shirane et al. in einer vergleichbaren shRNA-
Bibliothek gegen GFP nur 30% shRNA Klone mit mehr als 70% inhibitorischem
Potential (Shirane et al. 2004). Die effizientere Anhaufung potenter gegen HIV-1
gerichteter shRNAs erklart sich vor allem durch die Optimierung der
Selektionsschritte. Erstens konnten durch die Optimierung der
Ganciclovirkonzentration in den mit einer irrelevanten und einer relevanten shRNA-
Bibliothek transduzierten Selektionszelllinie stringentere Selektionsbedingungen
etabliert werden. Zweitens wurde die Anhaufung falsch-positiver Zellklone
unterdruckt, indem die transduzierten Selektionszelllinien mit Puromycin behandelt
wurden. Auf diese Weise wurden Zellen, die keine shRNA exprimierten eliminiert.
Drittens ermdoglichte die lentivirale Koexpression von EGFP eine weitere Reduktion

falsch-positiver Klone.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die hier angewandte Methode zur
Konstruktion und Selektion von shRNA-Sequenzen eine kostengunstige und
effiziente Methode zur Validierung potenter shRNAs darstellt. Theoretisch konnte

diese Methode flir jedes beliebige Gen oder Genom angewendet werden. Ein
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weiteres Einsatzgebiet fur das hier beschriebene Selektionssystem konnte in der
Selektion anderer RNA-basierter Therapeutika, wie Ribozyme, antisense RNA oder

Aptamere bestehen.

5.3 Sequenzanalysen der selektierten shRNAs

Fir eine Sequenzierung der shRNAs wurden verschiedene Parameter optimiert. So
konnten die Verwendung von zwei verschiedenen Versionen einer
Sequenzierformulierung zur Sequenzierung G/C-reicher aber auch Sekundarstruktur-
reicher DNA und der Einsatz von Betaine zu besseren Sequenzierungsergebnissen
fuhren. Bei Betaine handelt es sich um eine Ammoniumverbindung, die die
Ausbildung von Sekundarstrukturen reduziert und so die Amplifikation von DNA
unterstitzt (Haqqi 2002). Aulerdem wurde eine als TouchDown bezeichnete PCR-
Stratgie angewandt, die die Spezifitat der Primer-Bindung durch eine zyklische
Annaherung der Annealing-Temperatur an die zu erwartenden Schmelztemperatur
des Primers erhoht. (Don et al. 1991).

Zur Sequenzierung wurden die PCR-amplifizierten shRNA-Expressionskassetten in
den GATEWAY®-kompatiblen Vektor pENTR/TA kloniert, der eine effiziente
Klonierung von TA-Uberhangen (Zhou et al. 1995) ermdglichte. Die subklonierten
shRNA-Expressionskassetten wurden auf ihre Nukleotidzusammensetzung hin
uberpruft. Dabei bildet Guanosin die 21. Base der shRNA sense-Strange, die durch
das Einfugen der Mme [-Schnittstelle in den 3’loop generiert wurde. Das Enzym
Dicer prozessiert shRNAs vorzugsweise in 21 — 23 nt lange siRNAs mit einem
komplementaren Stamm von 19 — 21 nt und 2 nt 3’ Uberhangen (Zhang et al. 2002;
Myers et al. 2003; Ji 2008). Daher ware es moglich, dass das Guanosin im 3’
Uberhang des sense-Stranges und damit nicht im entscheidenden antisense Strang
liegt. Es wurde gezeigt, dass Substitutionen von 1 — 2 nt an beiden Enden der
siRNAs im Gegensatz zu Mutationen in der Mitte des Stammes keinen, oder nur
einen sehr geringen Effekt auf die Effizienz der siRNAs ausuben (Czauderna et al.
2003). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass das mogliche Cytosin im

antisense-Strang das Auftreten von off-target Effekten erhdhen konnte.
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Daruber hinaus wurden die ermittelten Sequenzen Vergleichsanalysen mit
offentlichen siRNA-Algorithmen (Reynolds et al. 2004; Jagla et al. 2005) unterzogen.
Dabei zeigte sich, dass die meisten der experimentell als potent selektierten shRNAs
die Parameter der Algorithmen nicht erfullen konnten. Auch andere Autoren stellten
fest, dass die anhand von Algorithmen vorhergesagte Effizienz einer shRNA nicht
immer mit der experimentell ermittelten Ubereinstimmte (Zhao et al. 2005; Buchholz
et al. 2006). Li et al. erklarten diese Diskrepanz durch die fehlende Gewichtung der
Parameter der Algorithmen und die Vernachlassigung der Sekundarstrukturen
sowohl des antisense Stranges der shRNA als auch der Ziel-mRNA (Luo and Chang
2004; Patzel et al. 2005; Li and Cha 2007). Aus den beschriebenen Beobachtungen
lasst sich schlussfolgern, dass weitere Analysen erforderlich sind, um zuverlassige
Algorithmen aufstellen zu koénnen. Dabei kann die Sequenzanalyse der aus
randomisierten shRNA-Bibliotheken selektierten shRNAs bei der Verbesserung der
entscheidenden Parameter eine wichtige Rolle spielen, da sie aufgrund ihrer

Effizienz und nicht ihrer Sequenz selektiert werden.

5.4 Konvertibilitat der inhibitorischen Sequenzen

Ein entscheidender Vorteil von RNA Polymerase Il Promotoren (Pol Ill) liegt darin,
das die shRNA konstitutiv und ubiquitar exprimiert werden kann. Auf3erdem sind
solche shRNA-Expressionskassetten durch ihren kompakten Aufbau leicht in virale
Vektoren zu klonieren. Die Effizienz der in dieser Arbeit konstruierten Pol IIl shRNA-
Vektoren konnte in Luziferaseuntersuchungen und in einem wt-HIV-Infektionsmodell
bestatigt werden. Fur Transgenese oder gentherapeutische Ansatze ware auch eine
zell- bzw. gewebespezifische Expression mittels RNA Polymerase Il Promotoren (Pol
[I) wunschenswert. Im Hinblick auf einen mdglichen Einsatz von synthetischen
siRNAs bei gentherapeutischen Ansatzen ware auch ein Vergleich validierter

shRNA-Sequenzen mit synthetischen siRNA-Derivaten von Interesse.

Um die Konvertibilitdt der identifizierten shRNAs zu Uberprifen, wurden eine
Auswahl hochaktiver selektierter shRNA-Sequenzen entweder als siRNAs

synthetisch hergestellt oder in einer miRNA-Umgebung mit dem RNA Polymerase |
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Promoter von CMV (Cytomegalievirus) exprimiert.

Versuche mit synthetischen siRNA-Derivaten zeigten ein vergleichbar hohes
inhibitorisches Potential zu den validierten shRNAs-Expressionskassetten. Schon mit
geringsten Konzentrationen konnte eine signifikante Inhibition erzielt werden.
Dariber hinaus konnte das inhibitorische Potential der siRNA-Derivate
dosisabhangig erhoht werden. Es zeigte sich jedoch, dass zwei der synthetischen
siRNAs keine Herunterregulierung induzieren konnten. Ein Grund daflr kdnnte in der
mangelnden Stabilitat dieser siRNAs liegen. Es wurde gezeigt, dass der Abbau
synthetischer siRNAs auf die enzymatische Aktivitat von Enzymen der RNAse A-
Familie im Serum zurtckzufihren ist und die Halbwertszeit einer siRNA von ihrer
Sequenz und der Anwesenheit 3’ Uberhangender Basen abhangt (Turner et al.
2007). Um die Stabilitat synthetischer siRNAs zu erhdhen wurden verschiedene
terminale und interne chemische Modifikationen untersucht. Diese fuhrten zwar zu
einer Stabilisierung der siRNA, hatten jedoch manchmal eine negative Auswirkung
auf die Effizienz der RNAi (Czauderna et al. 2003). Zum Zwecke eines
gentherapuetischen Einsatzes von siRNAs konnte gezeigt werden, dass durch die

Konjugation einer siRNA mit einem CD7 single-chain Antikorper eine effiziente und
spezifische Transduktion von CD7%-Zellen, den Zielzellen von HIV-1, ermaglicht

werden konnte. Durch diese zell-spezifische Transduktion der betroffenen Gewebe

konnte ein moglicher toxischer Effekt eingegrenzt werden (Kumar et al. 2008).

Vor dem Hintergrund einer zell- bzw. gewebespezifischen Expression von shRNAs,
sollten die ausgewahlten shRNA-Sequenzen in einer miRNA-Umgebung (miR-155)
exprimiert werden. Es wurden sowohl die originalen shRNA-Sequenzen verwendet
als auch miRNA-Sequenzen generiert, die durch Insertionen von 2 nt im sense
Strang miRNA-typische Sekundarstrukturen aufweisen sollten. Im Vergleich zur Pol
[ll gesteuerten Expression konnte jedoch keine signifikante Herunterregulierung der
Fusions-mRNA beobachtet werden. Weitere Optimierungen dieses
Expressionssystems scheinen notwenig zu sein, um effiziente miRNA-Sequenzen
herstellen zu kdnnen. Es konnte z.B. gezeigt werden, dass die gleichen Sequenzen
in verschiedenen miRNA-Umgebungen unterschiedliche inhibitorische Potentiale

aufwiesen und dass die polycistronische miRNA-Expression die Effizienz einzelner
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miRNAs erhohte (Liu et al. 2008).

Die vorgestellten experimentellen Daten lassen vermuten, dass die Pol Ill gesteuerte
Expression der shRNAs das zurzeit effizienteste der gebrauchlichen Systeme zur
Herunterregulierung der HIV-1 Replikation und Infektion ist. Die beschriebenen
Veroffentlichungen zeigen jedoch auch, dass das in der vorliegenden Arbeit
verwendete RNA Pol Il Expressionsystem sich madglicherweise verbessern liel3e,
indem zum einen Strukturveranderungen vorgenommen und zum anderen mehrere

miRNA-Derivate polycistronisch exprimiert wurden.

5.5 Das Potential RNAi-basierter Therapien

Mit der Entdeckung der RNA Interferenz (RNAI) und ihrer Bedeutung als molekulares
Werkzeug in der biologischen Forschung ruckte sie in den letzten Jahren immer
mehr in den Fokus klinischer Anwendungen. Mittlerweile wird die RNAi-basierte
Therapie zur Behandlung verschiedener genetisch bedingter Erkrankungen oder
Infektionskrankheiten erprobt. Gegenwartig befinden sich drei RNAi Therapeutika in
klinischen Phase Il Studien, die auf der Injektion bzw. der Inhalation chemisch
synthetisierter siRNAs beruhen. Patienten, die an Retinitis oder altersabhangiger
Makuladegeneration (AMD) erkrankt sind, werden durch die direkte Injektion
synthetischer siRNAs gegen VEGF (vascular epidermal growth factor) in den
Glaskorperhohlraum des Auges behandelt. (Jabs and Griffiths 2002; Gragoudas et
al. 2004). Bei der Behandlung von Respiratory-Syncitical-Virus (RSV)-Infektionen
mittels synthetischer siRNAs inhalieren die Patienten siRNAs gegen das virale
Nukleokapsid, um auf diese Weise direkt das Lungenepithel zu erreichen. Alle drei
RNAi-basierte Therapien nutzen die Tatsache aus, dass sowohl im Glaskoérper des
Auges als auch in den Zellen des Lungenepithels vergleichsweise geringe Mengen
an Nukleasen vorhanden sind, die eine Verwendung unmodifizierter siRNAs
ermdglicht. Dabei reduziert die direkte Applikation die Medikamentendosis und
minimiert das Risiko systemischer Nebenwirkungen (Bitko et al. 2005). Eine Reihe
ahnlicher siRNA-basierter Ansatze befindet sich zur Zeit in der praklinischen
Erprobung (Hepatitis C, Leberkrebs und Parkinson-Krankheit) oder in klinischen

Phase | Studien (Asthma, Hepatitis B, mit AIDS verbundene Lymphome)
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(Shrivastava and Srivastava 2008).

Im Gegensatz zu den siRNA-basierten Ansatzen konnen Vektor basierte shRNA
Strategien zu einer dauerhaften Inhibition fihren (Yamamoto et al. 2006). Retro-
bzw. lentivirale Vektoren scheinen dafur die geeigneten Werkzeuge zu sein, da sie
uber die Integration ins Genom eine stabile Expression des Transgens ermoglichen.
Retrovirale Gentherapie von hamatopoetischen Zellen (CD34+) wurde schon
erfolgreich in kleinen (Pawliuk et al. 2001) und grof3en Tiermodellen (Neff et al. 2003)
und aufgrund der Ausbildung von Leukamien mit eher maRigem Erfolg in

menschlichen Patienten mit einer X-linked SCID (Kaiser 2003) durchgefuhrt.

In vorliegender Arbeit sollte Uberprift werden ob sich potente shRNAs gegen HIV-1,
die aus einer randomisierten shRNA-Bibliothek selektiert wurden und mittels
lentiviraler  Vektoren stabil in Zielzellen integriert wurden, fur einen

gentherapeutischen Ansatz gegen HIV-1 eignen wirden.

5.6 RNA.Ii in der Gentherapie von HIV-1

Ein mdglicher gentherapeutischer Ansatz gegen HIV-1 Infektionen ist die lentivirale
Transduktion von CD34" hamatopoetischen Stammzellen (HSCs = hematopoietic
stem cells). Tatsachlich befindet sich ein kombinatorischer Ansatz mit Pol Il
gefeuerter shRNA-Expression bereits in einer klinischen Phase | Studie. Zuvor
konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass diese ex vivo transduzierten HSCs die
HIV-1 Replikation stark inhibieren konnten (Anderson et al. 2007). Um zu Uberprufen,
ob die identifizierten shRNAs die Infektion mit HIV-1 inhibieren kdnnen, wurden
permissive Hela-P4-Zellen mit einer stabilen Expression jeweils einer shRNA
etabliert. Nach Infektion konnte die Produktion von Virusnachkommen in den stabilen
HelLa-P4-Zellen um ca. 80% inhibiert werden. Aufgrund der hier angewandten hohen
Viruskonzentration ware es moglich, dass das inhibitorische Potential individueller
shRNAs unter physiologischen Bedingungen grof3er sein kdnnte. Diese Ergebnisse
korrelieren mit Daten verschiedener Autoren, die in stabilen Zelllinien aber auch in
transduzierten primaren Zellen eine Inhibition der HIV-1 Replikation initiieren konnten
(Banerjea et al. 2003; Nishitsuji et al. 2004; Yamamoto et al. 2006). Neben einer
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effizienten Inhibition des Zielgens beobachteten jedoch einige Wissenschaftler
aulBerdem, dass die starke Expression der shRNAs von einem RNA Polymerase |l
Promoter sowohl zu einer Induktion der Interferon-induzierten Gene 2’-5'-
Oligoadenylatsynthetase (OAS-1) und IFN-3 fUhrte als auch zu einer Anhaufung von
pri-miR21 (Stewart et al. 2008). Die Aktivierung von OAS-1 fuhrt zu einer generellen,
unspezifischen Inhibition der Proteinbiosynthese und konsequenterweise zum Zelltod
(Sledz, ca, 2004). Die Anhaufung von miRNA-Vorlaufern weist wiederum darauf hin,
dass endogene miRNAs und shRNAs um den Transport aus dem Zellkern in das
Zytoplasma der Zelle konkurrieren und durch die starke Expression der shRNA der
nukleare Transporter von pri-miRNAs und shRNAs, Exportin-5, gesattigt zu sein
scheint (Yi et al. 2005; Grimm et al. 2006). Da die hier validierten shRNA-
Expressionskassetten in Zellen selektioniert und in permissiven Hela-P4-Zellen
reevaluiert wurden, kann davon ausgegangen werden, dass ihre Zytotoxizitat sehr
gering sein muss. Die Induktion einer geringen Interferonantwort in den etablierten
Zelllinien musste jedoch noch experimentell untersucht werden. Um zusatzlich die
Gefahr von Insertionsmutationen mdglichst gering zu halten, wurde die Transduktion
von Selektionszelllinien mit Hilfe des Markergens EGFP kontrolliert. Dadurch war es
moglich die Zellen mit einer MOl von 0,1 zu transduzieren, um einmalige
Integrationsereignisse zu gewahrleisten. Auch die permissiven Hela-P4-Zellen
wurden mit einer MOI von 0,1 etabliert. Somit kann vermutet werden, dass geringe
Kopien der hier selektierten shRNA-Expressionskassetten fur eine effektive Inhibition

bei gleichzeitig geringer Toxizitat ausreichend sind.

Das beschriebene System kann auf unterschiedliche Weisen optimiert werden. Z.B.
konnte die shRNA-Expression induziert werden. Es existieren zurzeit mehrere Pol Il
Expressionssysteme, die induzierbar sind. Dazu gehoren Cre- (Kasim et al. 2003),
IPTG- (Wu et al. 2007) bzw. tet-induzierbare (Szulc et al. 2006) Pol Ill Promotoren.
Eine derartige konditionale Expression der shRNAs koénnte die Toxizitat solcher
Sequenzen und die Mdéglichkeit von anderen off-target Effekten minimieren, da eine
Uberexpression der shRNAs und konsequenterweise eine Sattigung der RNAi-
Signalkaskade verhindert werden konnte. Ein Ansatz um der hohen Mutagenitat von
HIV-1 zu begegnen und eine lang anhaltende Inhibition der Replikation zu
gewabhrleisten, konnte in der gleichzeitigen Applikation mehrerer verschiedener

shRNAs liegen. Zu diesem Zweck konnte z.B. die Kombination der siRNAs vif1

82



Diskussion

oder vif2 (vif, tat, rev und nef mRNA; gi328453) mit den gag/pol siRNAs alle
alternativ gespleildten mRNAs treffen und somit alle essentiellen Genprodukte von
HIV-1 herunterregulieren. Weiterhin ware es denkbar, die Expression verschiendener
shRNA-Expressionskassetten mittels induzierbarer Promotoren zeitlich zu staffeln,
was eine wirksame Strategie gegen das Enstehen von viralen escape Mutanten sein
konnte. Eine weitere Strategie bestinde in der Auswahl hochkonservierter mRNA-
Sequenzen von HIV-1. Es wurde gezeigt, dass die Entstehung von escape Mutanten
auf Mutationen innerhalb der Ziel-mRNA zurtickzufihren sind und dass HIV-1 nur an
wenigen Positionen innerhalb hochkonservierter mRNA-Sequenzen Mutationen
toleriert, die die Replikationsfahigkeit nicht negativ beeinflussen (von Eije et al.
2008). Um die durch den Selektionsdruck enstehenden Virusvarianten zu inhibieren,
ware die Verwendung so genannter second generation shRNAs denkbar, die nicht
den wt Virus sondern die entstehenden escape Virusvarianten vollstandig

komplementar binden und konsequenterweise inhibieren kdnnten (ter Brake 2005).

In einem lentiviralen gentherapeutischen Ansatz steht vor allem auch die Sicherheit
im Vordergrund. Z.B. konnte durch eine Limitierung des Tropismus der viralen
Partikel eine zell-spezifische Transduktion der betroffenen Gewebe erzielt und ein
moglicher toxischer Effekt eingegrenzt werden. Yang et al. beschrieben eine
Strategie, bei der lentivirale Partikel mit dem B-Zell spezifischen Antikdrper anti-
CD20 ausgestattet und in einem mit humanem PBMC transplantierten Maus Modell
analysiert wurden. FACS-Analysen isolierter Blutzellen zeigten, dass nach
spezifischer Transduktion bis zu 50% der CD20" humanen B-Zellen das Transgen
exprimierten, wohingegen in anderen Blutzellen, wie T-Zellen, kein Transgen
nachweisbar war (Yang et al. 2006). Eine T-Zell spezifische Transduktion im Bezug
auf einen gentherapeutischen Ansatz gegen HIV-1 muss jedoch noch etabliert
werden. Weitere Sicherheitsbedenken bestehen in moglichen
Rekombinationsereignissen innerhalb lentiviraler Insertionen, die zur Entwicklung
Replikations-kompetenter Lentiviren (replication competent lentivirus = RCL) flhren
konnten aber auch in der Moglichkeit zu insertioneller Onkogenese, die durch die
Vektorintegration hervorgerufen werden konnte. Verschiedene klinische Studien
zeigten nach lentiviralen gentherapeutischen Ansatzen in HSCs die Entwicklung von
Lymphomen und Leukamien in einigen Patienten bei gleichzeitiger Verbesserung der

Symptome bei nichtbetroffenen Patienten (Verma 2002; Hacein-Bey-Abina et al.
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2003). Es ware daher von grossem Vorteil, wenn in zukunftigen Studien die
transduzierten Zellen vor einer Retransplantation besser untersucht wirden.
Genomsequenzierungen koénnten den genauen Insertionsort der Transgene
identifizieren und so Insertionen innerhalb von Proto-Onkogenen ausschliel3en.
Aulerdem konnten phanotypische Untersuchungen und microarray Analysen
geeignete Werkzeuge zur Auswahl gesunder Stammzellen oder Stammzellklone

darstellen.
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6 Zusammenfassung

Um neue potente shRNA-Sequenzen gegen HIV-1 zu identifizieren, wurde zum
ersten Mal eine randomisierte lentivirale shRNA-Bibliothek konstruiert. Die
Expression der shRNAs wurde dabei von einem RNA Polymerase Ill Promoter (Pol
[Il) gesteuert. Die Selektion potenter shRNA-Sequenzen erfolgte Uber zu diesem
Zweck etablierten Zelllinien. Sowohl die Konstruktion als auch das Selektionssystem
basierten auf etablierten Technologien, die jedoch in einigen Punkten zwecks
erhohter Diversitat der Bibiothek und optimierter Selektionsbedingungen modifiziert
wurden. Die Validierung der selektierten shRNA-Sequenzen zeigte, dass mehr als
die Halfte der shRNAs ein inhibitorisches Potential von Uber 70% aufwiesen.
Sequenzanalysen subklonierter shRNA-Expressionskassetten demonstrierten ihre
HIV-1 Spezifitat. AuBerdem zeigten Vergleichsanalysen mit offentlichen siRNA-
Algorithmen, dass die meisten der hier selektierten shRNAs die Parameter der
Algorithmen nicht erfullen konnten. Daraus resultiert, dass die selektierten shRNA-
Sequenzen zusammen mit anderen selektierten Bibliotheken einen wichtigen Beitrag
zur Verbesserung der entscheidenden Parameter der siRNA-Algorithmen leisten
konnten, weil sie aufgrund ihrer Effizienz und mdoglicher Toxizitat und nicht ihrer

Sequenz selektiert wurden.

Um die Konvertibilitat der inhibitorischen Sequenzen zu Uberprufen, wurde das Pol llI
System mit synthetischen siRNAs und RNA Polymerase |l gesteuerten miRNAs
verglichen. Dabei stellte sich das Pol Ill System als das effizienteste heraus.
Synthetische siRNA-Derivate ausgewahlter hochpotenter shRNA-Sequenzen wiesen
zwar ein vergleichbar starkes inhibitorisches Potential auf, die transiente Wirkdauer
und die geringe Stabilitat einiger siRNA-Sequenzen in Serum limitiert jedoch ihren
Einsatz in klinischen Studien. Die Expression der shRNAs in einer miRNA-
Umgebung offenbarte wiederum nur eine geringe inhibitorische Wirkung und

erfordert weitere Optimierungen dieses Expressionssystems.

Die stabile lentivirale Expression von shRNAs in HIV permissiven Hela-P4-Zellen

zeigte eine effiziente Inhibition der Virusreplikation nach Infektion mit HIV-1. Da die
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inserierten shRNAs in Zelllinien selektiert und reevaluiert wurden, kann aul3erdem
von einer geringen Zytotoxizitat ausgegangen werden. Dies macht sie flr einen

etwaigen Einsatz in gentherapeutischen Ansatzen interessant.
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7 Summary

To identify novel potent shRNA-sequences against HIV-1 a randomized lentiviral
RNA Polymerase Ill promoter (Pol Ill) driven shRNA-library has been engineered.
The selection of potent shRNA-sequences was perfomed in HIV-1 specific stable
celllines. Both the construction of the shRNA-library and the selection system are
based on established technologies but were modified to increase the diversity of the
shRNA-library as well as to optimize the selection conditions. The validation of the
selected shRNA-sequences revealed that more than 50% of the shRNAs exhibited
an inhibitory potential of over 70%. Sequence analysis of subcloned shRNA-
expression cassettes demonstrated HIV-1 specificity. Furthermore, the analysis of
public siRNA-algorithms showed that most of the experimentally selected shRNAs
did not fit in the parameters of known algorithms. The evaluation of such siRNA
libraries could have a great impact on the optimization of the critical parameters of
siRNA-algorithms, because they were selected due to their potency and possible

toxicity and not to their sequence.

In order to assess the convertibility of the inhibitory sequences, the pol Il system was
compared with synthetic siRNAs and Pol Il expressed miRNAs. The Pol Ill system
appeared to be the most efficient. Although, the majority of the corresponding
synthetic siRNA sequences exhibited a comparable inhibitory potential, their use in
clinical trials is limited due to their transient effect and their low stability in serum. The
expression of selected shRNA sequences in a miRNA environment revealed a minor

potency and the need for optimization of this system.

The stable lentiviral expression of the pol IIl shRNAs in the permissive HelLa P4 cell
line exhibited a significant inhibition of virus replication in an HIV-1 infection model.
Additionally, these shRNA sequences seem to pocess only small if any toxicity based
on their selection and reevaluation in cell lines, which may turn them into candidates

for gene therapy studies.
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