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1 EINLEITUNG

1.1 Retroviren

Zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurden Retroviren zum ersten Mal
beschrieben. Im Jahr 1908 gelang es Ellermann und Bang erstmals, die
Mauseleukamie durch Ultrafiltrate zu Ubertragen. PEYTON Rous entdeckte 1911,
dass es zu einer Tumorerkrankung kommt, wenn ultrafiltrierte Extrakte aus
Geflugelsarkomen auf zuvor gesunde Huhner transferiert werden. Das hierfur
verantwortliche Retrovirus wurde nach seinem Entdecker Rous-Sarkom-Virus
genannt. Ein weiterer Hinweis, dass Retroviren mit Tumorerkrankungen
assoziiert sein konnen gelang schlie3lich 1936 J.J. BITTNER, der das MMTV
(Maus-Mammatumor-Virus) als Erreger der malignen Milchdrisenerkrankung
der Maus identifizierte. Im Gegensatz zu den zuvor entdeckten Retroviren kann
MMTYV nicht nur als infektidses, von der Zelle freigesetztes, exogenes Partikel
Ubertragen werden (horizontale Ubertragung), sondern auch als endogener
Bestandteil des Genoms von Keimbahnzellen auf die Folgegeneration (vertikale
Ubertragung).

Nach der Entdeckung der reversen Transkriptase durch TEMIN, MiTuzAMI und
BALTIMORE im Jahr 1970 und dem bereits zuvor beobachteten Zusammenhang
zwischen diesen Viren und Tumorerkrankungen wurde der Kunstbegriff
,Oonkornaviren“ geschaffen, der sowohl das onkogene Potential als auch das
RNA-Genom dieser Viren in dieser Bezeichnung vereint. Dass die
tumorerzeugende Fahigkeit in Form von ,Onkogenen“ in der viralen
Erbinformation verankert ist, wurde letztlich 1976 voN H.E. VARMUS, J.M.
BisHopP, P.K. VOGT und D. STEHELIN beschrieben (MoDROW et al., 2003).

1980 beschrieb die Arbeitsgruppe rund um GALLO mit dem HTLV (humanes T-
Zell-Leukamie-Virus) das erste Retrovirus, das bei erwachsenen Menschen
Krebserkrankungen verursachen kann (GALLO, 1986). Zu den wohl
bekanntesten humanen Retroviren zahlt das HIV (humanes
Immundefizienzvirus), welches von L. MONTAGNIER 1983 als Ausloser der
erworbenen Immunschwache AIDS identifiziert wurde (BARRE-SINOUSSI et al.,
1983).
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1.1.1 Einteilung

Retroviren sind die am hochsten organisierte Form der Retroelemente. Es wird
angenommen, dass exogene Retroviren von endogenen Retroposonen
abstammen, die eine eigene Reverse Transkriptase, aber keine DNA-
Wiederholungssequenzen (LTR, Long Terminal Repeat) besitzen. Durch die
Akquirierung eines zellularen Envelope-Gen kénnte es so zur Entstehung der
heutigen exogenen Retroviren gekommen sein.

Die Familie der Retroviridae ist in sieben Genera unterteilt: a-, -, y-, 8- und ¢-
Retroviren sowie Lenti- und Spumaviren (Tabelle 1-1). Die Zuordnung erfolgte
anhand der Besonderheiten wahrend der Infektionen, verursachten Krankheiten
sowie nach morphologischen und genetischen Unterschieden.

Retroviren konnen exogenen und endogenen sein. Die exogenen Retroviren
besitzen in ihrem Genom alle Informationen, die fur den Ablauf eines
Infektionszyklus mit Freisetzung von infektiosen Viruspartikeln benétigt werden.
Aulerdem kann das Genom bestimmter exogener Retroviren Onkogene und
andere Kontrollelemente enthalten. Diese Viren sind in der Lage, sich von
Organismus zu Organismus zu verbreiten (horizontale Verbreitung), wobei
einige von ihnen defekt sind, da ihnen essentielle Information flr den
produktiven Infektionszyklus fehlen. Sie bendtigen fur die Produktion infektioser
Viren und ihre Weiterverbreitung die Hilfe eines anderen Retrovirus
(Helfervirus), das die fehlenden Funktionen erganzt.

Die endogenen Retroviren sind hingegen in allen Zellen eines Organismus
integriert und werden vertikal Gber die Keimbahn Ubertragen. Unter bestimmten
Umstanden werden sie zur Produktion von exogenen, infektidsen Partikeln
aktiviert. Jedoch weisen die meisten endogenen Retroviren so umfassende
Deletionen auf, dass auch Helferviren nicht mehr zu einer Aktivierung beitragen
kénnen (MoDROW et al., 2003).
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Tabelle 1-1: Einteilung und charakteristische Vertreter der Retroviren (modifiziert nach MAHY,
2007 und MoDROW et al., 2003).

Genus Viren ‘ Wirt Typ
a-Retroviren Aviares Leuk@mie-Virus (ALV) Vogel Exogen /
Endogen

Rous-Sarkom-Virus (RSV) Végel Exogen

B-Retroviren Maus-Mamma-Tumor-Virus (MMTV) Mause Exogen /
Endogen

Mason-Pfizer-Affen-Virus (MPMV) Affen Exogen

Humane endogene Retroviren Klasse K Menschen Endogen

(HERV-K)
y-Retroviren Moloney-Maus-Leukamie-Virus (Mo-MLV) Mause Exogen /

Endogen

Felines Leukamie-Virus (FeLV) Katzen Exogen /

Endogen
Porcine endogene Retroviren (PERV) Schweine Exogen /
Endogen

Baboon endogene Retroviren (BaEV) Baboons Endogen

Humane endogene Retroviren Klasse W Menschen Endogen

(HERV-W)
0-Retroviren Bovines Leukamie-Virus (BLV) Rinder Exogen

Humanes T-Zell Leukdmie-Virus (HTLV-1/- Menschen Exogen

2)

HRES-1 Menschen Endogen
€-Retroviren Walleye Haut-Sarkom-Virus (WDSV) Fisch Exogen
Lentiviren Humane Immundefizienzviren (HIV-1/-2) Menschen Exogen

Simiane Immundefizienzviren (SIV) Affen Exogen
Spumaviren Humane Spumaviren Menschen Exogen

Simianes Foamy-Virus (SFV) Nichthumane Exogen

Primaten
1.1.2 Aufbau

Der Aufbau der infektiosen Partikel der verschiedenen Retroviren ist im
Allgemeinen sehr ahnlich. Die Viruspartikel haben einen Durchmesser von 100
nm. Das Capsid ist von einer Hullmembran (envelope) umgeben, die von der
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Cytoplasmamembran abgeleitet ist (Abbildung 1-1). In dieser Membran findet
sich das transmembrane Hullprotein (TM), das Uber eine Region von etwa 20
hydrophoben Aminosauren verankert ist. An den extraviralen Bereich des TM-
Proteins ist nichtkovalent das externe Glykoprotein (SU, Surface Unit)
gebunden. Beide Proteine werden als gemeinsames Vorlauferprotein gebildet
und liegen als trimere Komplexe in der Hullmembran vor.

Hullmembran

Abbildung 1-1: Aufbau eines Retroviruspartikels (modifiziert nach Vogt, 1997). Beschriftung
siehe Text.

Die in dem intraviralen Teil der Membran angelagerten und netzartig
miteinander verbundenen Matrixproteine (MA) sind Uber aminoterminal
angefugte Myristinsaurereste mit der Hullmembran verbunden.

Das Virus-Kapsid, welches sich im Inneren des Viruspartikels befindet, kann
eine spharisch-ikosaedrische (a-, B-, y- und d-Retroviren sowie Spumaviren)
oder konische (bei einigen B-Retroviren und Lentiviren) Form aufweisen und
besteht aus Kapsidproteinen (CA). Im Kapsid sind zwei gleiche Molekile

einzelstrangiger RNA in Positivstrang-Orientierung als Virusgenom enthalten,
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die nicht kovalent und auch nicht durch Basenpaarung miteinander verbunden
sind, aber mit dem Nukleokapsidproteine (NC) komplexiert vorliegen. Die
Kapsidproteine, Matrixproteine und Nukleokapsidproteine sind Komponenten
der gruppenspezifischen Antigene (Gag-Proteine). Im Viruspartikel finden sich
zudem die Enzyme Reverse Transkriptase (RT), Integrase (IN) und Protease
(PR).

1.1.3 Genomorganisation

Das Genom der Retroviren besteht aus einzelstrangiger RNA, die mit ihrer 5'-
Cap-Struktur und der 3’-Polyadenylierung alle Merkmale einer eukaryotischen
mMRNA aufweist (FURUICHI et al., 1975; GILLESPIE et al., 1973). Je nach Virustyp
umfasst das Genom 7 bis 12 kb.

9 pro

pol ‘ ‘ env

RNA

+— LTR —» +— LTR —»
Zellakire BHA Zeliakire BHA

] pro

pol ‘ ‘ env

Splei- Spleifi-
donor (SD) akzeptor (SA)

Abbildung 1-2: Genomorganisation der RNA von Retroviren und einer integrierten Provirus-DNA.
PBS: Primer-Binde-Region; WY: Sequenzfolge, (ber die das RNA-Genom mit den
Nukleokapsidproteinen wahrend der Morphogenese wechselwirkt; R: wiederholte (redundante)
Regionen; U3 und U5: einzigartige (unique) Regionen am 3’- bzw. 5’-Ende; PP: Polypurinstelle;
LTR (long terminal repeat): Anordnung jener Sequenzelemente, die im Verlauf der reversen
Transkription gebildet werden (modifiziert nach Mobrow, 2003).

Die nachfolgende Beschreibung der einzelnen Regionen bezieht sich auf
integrierte Provirus-DNA (Abbildung 1-2).

Die kodierenden Regionen des Proviruses werden nach Integration am 5‘- und
am 3'-Ende von zwei nicht kodierenden, regulatorischen Kontrollsequenzen,
den so genannten LTR-Sequenzen flankiert. Diese analog aufgebauten
Regionen, die sich in ihrer GroRe innerhalb der Familie der Retroviren stark
unterscheiden, bestehen aus drei Elementen. Die U3-Region, die aus dem 3'-
Ende der viralen RNA hervorgegangen ist, beinhaltet einen Groldteil der
Kontrollelemente fur Transkription und Replikation wie Bindungstellen fur
Transkriptionsfaktoren, Promotor- und Enhancersequenzen. Die Integritat der
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Enhancersequenzen spielt hierbei eine entscheidende Rolle, da von ihr das
Ausmal} der Virusreplikation in der Wirtszelle und damit der Einfluss des Virus
auf den Wirtsorganismus abhangt. Kleine Veranderungen in der Basenfolge
dieser Region kénnen zu Veranderungen der Pathogenitat eines Virus fuhren.
Die R-Region leitet sich aus dem 5°- und dem 3‘-Ende der RNA ab. Sie enthalt
ein Polyadenylierungssignal (GUNTAKA, 1993) und spielt eine wichtige Rolle in
der reversen Transkription der RNA. Bei Lentiviren enthalt sie ein
transactivation response element (TAR) (COFFIN, 1990), das nach Bindung von
Tat zu einer transkriptionellen Aktivierung des in der proviralen U3-Region des
5LTR gelegenen Promotors fuhrt (DAELEMANS et al., 2000). Aufderdem wurde
fur die R-Region des HIV-1 gezeigt, dass sie die Verpackungseffizienz erhdht
(DAs et al., 1997). Die U5-Region, deren Ursprung im 5-Ende der RNA liegt,
bildet schlieBlich das letzte Element eines LTRs. Auch sie kann durch
verschiedene Mechanismen Einfluss auf die Replikationsaktivitat eines Provirus
nehmen (RABBI et al., 1997; KIERMER et al., 1998).

Auf den LTR-Bereich folgt die Primerbinderegion (PBS), die uber
Basenpaarung mit dem 3‘-Ende einer zellularen tRNA komplexiert ist. Im Zuge
der reversen Transkription lagert sich die tRNA an die PBS der retroviralen
RNA an und stellt ein freies OH-Ende fur die Bildung eines DNA-Stranges
bereit.

Der Genomabschnitt zwischen PBS und dem Beginn des gag-Gens wird als
Leader-Sequenz bezeichnet. Diese beinhaltet eine SpleiRdonor-Stelle (SD) zur
Produktion von gespleildter env-mRNA.

Direkt im Anschluss folgt stromabwarts das eigentliche retrovirale Genom, das
Leserahmen (Open Reading Frames, ORFs) fur vier Gene umfasst. Von 5°
nach 3‘ sind diese Gene gag, pro, pol und env.

Der gag-Leserahmen enthalt die Information fir das gruppenspezifische
Antigen und kodiert fur das Gag-Pol-Vorlauferprotein. Aus ihm entstehen nach
Transkription und Translation durch proteolytische Spaltung das Matrix-, das
Kapsid- und das Nukleokapsidprotein.

AulBerdem kodiert der pol-Abschnitt fur zwei Enzyme. Zum Einen fur die
Reverse Transkriptase, die sowohl fur das Umschreiben von retroviraler RNA
zu DNA als auch durch ihre RNaseH-Aktivitat fur den Abbau des dabei
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entstehenden RNA/DNA-Hybridmolekuls verantwortlich ist. Zum Anderen geht
aus dem pol-Gen die Integrase hervor, die durch ihre Endonuklease- und DNA-
Ligaseaktivitat die Integration des retroviralen Genoms in die DNA der
Wirtszelle ermoglicht.

Zwischen der gag- und der pol-Region liegt der Leserahmen flr die Protease.
Je nach Retrovirus wird dieses Protein als Teil des gag- oder pol-Leserahmens
oder in einem separaten ORF exprimiert. Es ist fUr die proteolytischen
Spaltungen wahrend eines retroviralen Lebenszyklus verantwortlich und
katalysiert die Prozessierung der Gag-Vorlauferproteine.

Der stromabwarts gesehen letzte Leserahmen kodiert fur env, welcher die
Information fir die Hullproteine des Virus enthalt. Auch dieser ORF kodiert
zunachst fur ein Vorlauferprotein, das schliellich in Transmembran- und
Oberflachenproteine gespalten wird (OROSZLAN UND LUFTIG, 1990).

Im Anschluss an die kodierenden Gene befindet sich der Polypurinbereich (PP),
gefolgt von einem zweiten LTR-Bereich. Der Polypurinbereich ist ebenfalls ein

Kontrollelement bei der Initiation der reversen Transkription.

1.2 Die Endogenen Retroviren

Neben dem exogenen Replikationsweg (horizontale Ubertragung) durch
Bildung neuer infektioser Partikel kdbnnen Retroviren auch endogen (vertikal)
weitergegeben werden. Bei der endogenen Ubertragung werden die Proviren
als Bestandteil von Keimbahnzellen auf die Folgegeneration Ubertragen. So
existieren neben den exogenen auch so genannte endogene Viren, die in
Keimbahnzellen und somit auch in allen somatischen Zellen inseriert sind.

Die Endogenen Retroviren (ERVs) sind bei verschiedenen Tieren wie auch im
Menschen zu finden. Es wird geschatzt, dass es theoretisch zu einer de novo
Insertion von Retroelementen pro hundert Geburten kommt (DEININGER UND
BATZER, 2002). GEORGIOU und Kollegen konnten kirzlich zeigen, dass es in
humanen Oozyten zu Retrotranspositionen von mit HERV-K10 verwandten
transponierbaren Elementen kommt, und deren transkriptionelle Expression
nachweisen. Anhand der Ergebnisse der Arbeit wurde die These aufgestellt,
dass es sich hierbei um einen essentiellen Vorgang bei der Oozyten-
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Entwicklung handelt (GEORGIOU et al., 2009). Es wird vermutet, dass auch
dariber hinaus eine Transpositionsaktivitdit endogener Retroviren in
Saugetieren zu finden ist, da verschiedene Retroviren bekannt sind, von denen
sowohl exogene als auch endogene Stamme auftreten (BOEKE UND STOYE,
1997; Tabelle 1-1).

Neben einer potentiellen de novo Insertion sind endogene Retroviren in der
Lage, sich durch Transkription, reverse Transkription und erneute Integration
intrazellular zu vermehren. Dieser Prozess fuhrt zu einer Akkumulation
retroviraler Erbinformation im Genom der Wirtszelle.

Abhangig vom Zeitpunkt der Integration lassen sich die ERVs in ,alte® und
»,moderne“ Retroviren unterscheiden. Da sie in allen Mitgliedern einer Klasse
nachweisbar sind, muss die Integration der ,alten“ ERVs vor der Differenzierung
der einzelnen Ordnungen stattgefunden haben. Diese Retroviren sind durch
Mutationen, Rekombination und Deletionen in ihrem Genom im Laufe der
Evolution nicht mehr replikationskompetent und liegen teilweise nur fragmentiert
vor. ,Moderne“ Retroviren finden sich nur in bestimmten Familien oder
Gattungen und sind heutigen exogenen Viren sehr ahnlich, was fur eine spatere
Integration spricht. Die Nachweisbarkeit von Genprodukten dieser ERVs ist ein
Beleg fur ihre Replikationsfahigkeit und ein weitestgehend intaktes Genom
(ToDARO et al., 1974). Inwieweit diese Eigenschaft eine potentielle Gefahr fur
den Trager endogener Retroviren ist, ist nach wie vor Gegenstand aktueller
Forschung. Es gibt jedoch =zahlreiche Untersuchungen, die auf einen
Zusammenhang zwischen dem Auftreten verschiedener Krankheiten wie
diversen Krebsarten oder Autoimmun-Krankheiten und dem Vorhandensein

bestimmter endogener Retroviren hinweisen (Tabelle 1-2).

1.3 Humane Endogene Retroviren (HERV)

In Zusammenhang der systematischen Sequenzierung des humanen Genoms
durch das Human Genom Sequencing Consortium im Jahr 2001 stellte sich
heraus, dass dieses zu etwa 8% aus Sequenzen besteht, die sich endogenen
Retroviren bzw. LTR-Elementen zuordnen lassen (LANDER et al, 2001;
Abbildung 1-3).
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Der Ursprung heutiger humaner endogener Retroviren sind retrovirale Proviren,
die vor etwa 40 Millionen Jahren in das menschliche Genom integriert sind
(LOWER et al, 1996). Es wird vermutet, dass aufgrund fehlenden
Selektionsdrucks im Hinblick auf infektidse Viruspartikel und der Akkumulation
von Mutationen im Laufe der Evolution ein Grofdteil dieser Viren nicht
transkribiert wird und diese nicht mehr replikationskompetent sind. So besitzen
nur wenige endogene Retroviren ein vollstandiges Genom, welches mit dem
exogener Retroviren zu vergleichen ist (BANNERT UND KURTH, 2004). Haufig
treten so genannte solitary LTRs auf, welche aufgrund von homologer
Rekombination der flankierenden LTRs die internen Sequenzen verloren haben
(LANDER et al., 2001).

Gene (Exons) SINE
1,5% (short interspersed
elements)
13,14%

LINE
(long interspersed
"Junk"-DNA elements)
53,69% 20,42%

LTR Elemente
8,29%

Unklassifizierte
Retroelemente
0,12%

DNA Transposons
2,84%

Abbildung 1-3: Zusammensetzung des humanen Genoms (nach LANDER et al., 2001).

Die humanen endogenen Retroviren werden in drei Klassen eingeteilt. Als
Einteilungskriterium dient eine Sequenzhomologie zu exogenen Retroviren im
pol-Gen. Der Klasse | werden all diejenigen HERVs zugeordnet, die eine
Homologie mit y-Retroviren aufweisen, wohingegen HERVs der Klasse I
Basenfolgen mit a-, B- und d-Retroviren gemeinsam haben. Die Klasse Il mit
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HERV-L als bisher einzigem Mitglied weist Homologien zu den
Spumaretroviridae auf (WILKINSON et al., 1994).

Die weitere Unterteilung und Benennung humaner endogener Retroviren beruht
auf der Primerbindungsstelle (PBS), welche die reverse Transkription initiiert.
Dabei erfolgt die Benennung anhand des Ein-Buchstaben-Codes der
Aminosaure der jeweiligen tRNA. Diese Klassifizierung ist jedoch nur bedingt
geeignet, da auch einige nur entfernt verwandte Viren die gleiche tRNA
verwenden. Oft besitzt man auch unvollstandige Informationen Uber diese
Region aufgrund von Mutationen oder Deletionen, so dass die Klassifizierung
schwierig ist (BANNERT UND KURTH, 2004). Trotz der groRen Anzahl an
deletierten, mutierten und somit inaktiven Proviren ist die Expression von
mRNA und Proteinen von verschiedenen HERV-Sequenzen in humanen
Gewebe nachgewiesen worden. So wurde die Expression von HERV-K
(FRANKLIN et al., 1988; SIMPSON et al., 1996), HERV-H (JOHANSEN et al., 1989),
HERV-R (ERV-3) (LARSSON et al., 1994; ANDERSSON et al., 1998) und HERV-W
(BLOND et al., 1999; STAUFFER et al., 2004) in der Plazenta gezeigt. Bei HERV-
W lasst sich eine Beteiligung an der zellularen Differenzierung des
Synzytiotrophoblasten, die als Teil der Endzotten der Plazenta eine wichtige
Rolle im maternofetalen Stoffaustausch einnehmen, Gber Syncytin, ein Produkt
des env-Gens, nachweisen (Ml et al., 2000). Sollte sich die Prasenz des Env-W
Proteins als existentiell fir die Synzytiotrophoblastenentstehung herausstellen,
so wurde dies bedeuten, dass die Infektion von HERV-W eine zentrale Rolle bei
der Evolution der hoheren Primaten spielt.

Aber auch in Verbindung mit diversen Krankheiten konnte eine erhohte
Expression einzelner endogener Retroviren nachgewiesen werden (Tabelle 1-2;
VOISSET et al., 2008). So gibt es Hinweise dafir, dass humane endogene
Retroviren in der Entstehung von Multipler Sklerose, Lupus erythematodes,
Diabetes mellitus Typ | und anderen Autoimmunerkrankungen eine Rolle
spielen koénnten (PERRON UND SEIGNEURIN, 1999). Der Einfluss endogener
retroviraler Elemente auf die Entstehung maligner Erkrankungen wird intensiv
untersucht. So wurde von WANG-JOHANNING und Kollegen in einer Arbeit ein
Zusammenhang zwischen HERV-E und Prostatakarzinomen sowie HERV-K
und Brustkrebs hergestellt (WANG-JOHANNING et al., 2003a und b). Im Rahmen
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der Arbeiten wiesen sie eine erhdohte Expression des env-Gens in
Tumorgeweben, nicht jedoch in gesunden Zellen, nach.

Tabelle 1-2: Assoziation und Auftreten verschiedener HERV-Familien in Geweben und bei
Krankheiten. Modifiziert nach NELSON et al., 2004 und VOISSET et al., 2008.

HERV- Klasse Primer- Beteiligt an/ gefunden bei

Familie Bindungsstelle

HERV-H | tRNAMS Lungenkarzinom, Teratokarzinom, Multiple
Sklerose (MS)

HERV-E | tRNASH Exprimiert in Plazentagewebe, Brust- und Kolon-

Karzinomen, Eierstockkrebs, Psoriasis, normaler

Haut, interstitielle Lungenerkrankungen

ERV-9 I tRNAM In undifferenzierten NT2/D1-Zellen,

Teratokarzinom

HERV-R I tRNAM Placentabildung, geringe Expression in Thymus,

Brust, Lunge und Pankreas, Eierstockkrebs

HRES-1 I Antikdrper  gegen  synthetisches  HRES-1
gefunden bei Patienten mit MS, SLE (Systemic
Lupus Erythematosus), Sjogren Syndrom,

aulRerdem Expression im Gehirn und in der Leber

HERV-W I tRNA™ Multiple Sklerose, Schizophrenie, aulerdem
Expression in Placenta und Testis (env des

ERVWE1-Lokus kodiert fiir Syncytin)

HERV-K Il tRNAD® Vornehmlich in reproduktiven Geweben, humane
Teratokarzinome, testikulare Tumore, Brustkrebs,

Melanome, Eierstockkrebs, Keimzelltumore

HERV-L 11 tRNAY Rheumatische Arthritis, Placenta, Brustkrebs

Auch eine Schutzfunktion endogener retroviraler Proteine wird diskutiert. Es ist
denkbar, dass durch die Expression endogener retroviraler Proteine ein Schutz
des Organismus vor einer Infektion mit naheverwandten exogenen Retroviren
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hervorgerufen werden kann (LOWER et al., 1996). Bei der Maus konnte gezeigt
werden, dass eine endogene Expression des Sag-Proteins (akzessorisches
Protein mit Superantigen-Funktion) von MMTV eine Infektion mit exogenem
MMTYV gleichen Subtyps verhindert (GOLOVKINA et al., 1992). Auch PONFERRADA
und Kollegen zeigten in einer Arbeit, dass aktive HERVs einen Einfluss auf die
Infektion mit exogenen Retroviren haben kénnen. Gegenstand seiner Arbeit war
das Env-Glykoprotein einer HERV-W-Sequenz, dessen Einbau in die
Zellmembran zu einer deutlich geringeren Infektionsrate durch das Milz-
Nekrosevirus (SNV) fihrte (PONFERRADA et al., 2003)..

1.4 Die Endogenen Retroviren der Familie K (HERV-K)

Charakteristisch fur die HERV-K Familie ist eine Primerbindestelle, die mit einer
tRNA fur die Aminosaure Lysin komplexiert vorliegt, weshalb dem Akronym
HERYV das Suffix K (Einbuchstaben-Kode fur Lysin) angeflgt wurde. Die HERV-
K Familie kommt mit 500-600 Kopien im haploiden Genom des Menschen und
aller Altweltaffen vor. Zusatzlich findet man noch ca. 10.000 solitare LTRs im
menschlichen Genom verteilt.

Phylogenetische Analysen der Sequenz der reversen Transkriptase dieser
HERVs fuhrten zur ldentifizierung von zehn HERV-K Familien im humanen
Genom. Diese wurden aufgrund ihrer Homologie zum betaretroviralen Maus-
Mamma-Tumor Virus (MMTV) als human MMTV-like (kurz: HML) bezeichnet
und nummeriert (HML-1 bis -10) (ANDERSSON et al., 1999; MEDSTRAND et al.,
1993).

Die erste HERV-K Sequenz wurde 1986 von ONO mit einer Sonde gegen eine
konservierte Region des pol-Gens im Southern Blot entdeckt. Dieses Provirus,
HERV-K10, war auch das erste, welches vollstandig sequenziert wurde (ONO et
al., 1986). Es weist fur alle viralen Gene weitestgehend offene Leserahmen auf.
Anhand von Untersuchungen verschiedener Primatenarten wurde der zeitliche
Rahmen flr die erste Integration retroviraler Elemente der HERV-K-Familie
festgelegt (MARIANI-COSTANTINI et al., 1989; STEINHUBER et al., 1995). Demnach
ereignete sich die Integration nach der Aufteilung in Alt- und Neuweltaffen und
vor der Trennung der Altweltaffen in Hominoidea und Cercopithecoidea. Die in

der Literatur zu diesem Thema genannten Daten schwanken zwischen 25 und
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45 Millionen Jahren. Dass Viren dieser Gruppe auch noch vor ca. funf Millionen
Jahren nach der evolutionaren Trennung der Menschen von den Affen aktiv
waren, zeigen einige wenige Loci, die auf den Menschen beschrankt sind
(BARBULESCU et al., 1999; MEDSTRAND UND MAGER, 1998; TURNER et al., 2001).

Im Gegensatz zu anderen HERV-Familien, die durch Deletionen und
Mutationen stark geschadigt sind, sind viele Mitglieder der HERV-K Familie
weitestgehend intakt, was auf ihr evolutionar ,junges® Alter zurtckzufuhren ist.
Sie stellen die biologisch aktivste Familie innerhalb der humanen endogenen
Retroviren dar. So wurden weitere, scheinbar intakte, HERV-K Proviren
beschrieben, darunter auch das ,jungste HERV-K Provirus, HERV-K 113. Der
Zeitpunkt der ersten Integration dieses endogenen Retrovirus wird auf weniger
als 20.000 Jahre geschatzt. Das Provirus liegt auf Chromosom 19p13.11 und ist
noch nicht komplett in der humanen Population fixiert. Genotypisierung mit
genetisch unterschiedlichen Individuen zeigt eine allele Haufigkeit von 19%
(TURNER et al., 2001). Das Provirus kommt bei kaukasischer Bevolkerung eher
selten vor, wahrend es bei afrikanischer Abstammung haufiger zu finden ist. Es
besitzt vollstandige Leserahmen flr alle beschriebenen viralen Gene und alle
bekannten funktionellen Domanen sind intakt (MOYES et al., 2005). Daher ist es
denkbar, dass ein replikationskompetentes HERV-Provirus innerhalb der

humanen Population existiert.

1.4.1 Die Bedeutung von HERV-K

Die humanen endogenen Retroviren der HERV-K Familie kommen in ihrem
Aufbau replikationskompetenten exogenen Retroviren sehr nahe (LOWER et al.,
1996). Die damit verbundene Expression auf mMRNA- und Proteinebene konnte
bereits nachgewiesen werden. So wurden retrovirale Ribonukleinsauren in
menschlichem Lungen-, Muskel-, Plazenta- und Nierengewebe gefunden
(MEDSTRAND et al., 1993). Die Produktion HERV-K spezifischer Volllangen- und
gespleiter mRNA konnte in Teratokarzinomzellen und in Melanomen
nachgewiesen werden (LOWER et al., 1993; MUSTER et al., 2003). Zusatzlich zur
Volllangen-mRNA und der einfach gespleiRen env-mRNA, werden noch zwei
doppelt gespleildte Transkripte gebildet, die fur zwei akzessorische Proteine,
Rec und Np9, kodieren (LOWER et al., 1995; ARMBRUSTER et al., 2002).
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Desweiteren wird ein einfach gespleiltes 1,5 kb gro3es Transkript mit bis heute
unbekannter Bedeutung exprimiert (Abbildung 1-4). Die Expression und das
korrekte SpleiRen der unterschiedlichen mRNAs ist von Bedeutung, da nur so
Proteine gebildet werden, welche mit einer eventuellen Funktion an zellularen

Prozessen beteiligt sein kbnnen.
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Abbildung 1-4: Schematische Darstellung des proviralen Aufbaus und der entstehenden
Transkripte von HERV-K (aus BANNERT et al., 2004).

SAUTER und Kollegen konnten Antikérper gegen HERV-Gag-Proteine bei
Patienten mit Keimbahntumoren nachweisen und so eine gerichtete humorale
Immunantwort belegen. Daruber hinaus kam es bei diesen Patienten zu einer
deutlich erhdéhten Proteinexpression in den Tumorzellen (SAUTER et al., 1995;
HERBST et al., 1996). In beiden Arbeiten zeigte sich ein gegenluber gesunden
Individuen stark erhohter Titer der anti-Gag- und der anti-Env-Antikorper.
Allerdings kann daraus nicht auf einen atiologischen Zusammenhang
geschlossen werden.

HERV-K kodiert zudem als einzige Familie innerhalb der endogenen Retroviren
fur virusahnliche Partikel (VLPs) (BOLLER et al., 1993; LOWER et al., 1993).
Diese Partikel wurden in Teratokarzinom-Zellinien nachgewiesen (BOLLER et al.,
1983; LOWER et al., 1984) und in Anlehnung daran Human Teratocarcinoma
Derived Virus (HTDV) Partikel genannt. Ahnliche Partikel wurden in
Melanomzellen entdeckt (MUSTER et al., 2003).
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Die Aktivitat reverser Transkriptase wurde sowohl in Teratokarzinom-Zelllinien,
als auch in Melanomzellen nachgewiesen (TONJES et al., 1996, MUSTER et al.,
2003). Die Produktion der anderen viralen Genprodukte und deren
enzymatische Aktivitat konnte ebenfalls gezeigt werden. So bilden GH-Zellen
ein myristiliertes Gag-Vorlauferprotein, das durch autoproteolytische Aktivitat
der HERV-K Protease prozessiert wird (BOLLER et al., 1993; MULLER-LANTZSCH
et al., 1993; SCHOMMER et al. 1996; KITAMURA et al., 1996), woraus Matrix-,
Kapsid- und Nukleokapsidprotein entstehen. In Melanomzellen konnten sowohl
prozessierte Gag-Proteine, eine funktionelle Protease, als auch das Env-
Vorlauferprotein und prozessiertes TM- und SU-Protein nachgewiesen werden
(MUSTER et al., 2003).

Wie zuvor beschrieben, spielt schon bei der Einteilung der HERV-K Familie die
Homologie zu MMTV-Sequenzen eine wichtige Rolle. Daher lag eine
Untersuchung eines potenziellen Zusammenhangs zwischen HERV-K und der
Entstehung von Brustkrebs im Menschen nah. Es wurde sowohl im gesunden
als auch in tumordsen Brustgewebe nach Hinweisen auf eine erhohte
Expression von HERV-K gesucht (WANG-JOHANNING et al., 2001). Im Gegensatz
zum gesunden Gewebe wurden in fast allen Brustkrebszelllinien und
Tumorgeweben env-Transkripte gefunden.

Dass auch andere gynakologische Tumoren mit HERV-K und dessen
Genexpression in Verbindung gebracht werden kénnen, zeigte eine weitere
Arbeit (WANG-JOHANNING et al., 2007). Neben endogenen Sequenzen wurde in
Ovarialtumorzellen eine erhdhte Expression von Env-Proteinen nachgewiesen,
die eindeutig von einem HERV-K Mitglied stammten. Die Tatsache, dass eine
humorale und zellulare Immunreaktion gegen HERV-Proteine in Krebspatienten
festgestellt wurde, erdffnet die Moglichkeit, diese Antigene eventuell fur eine
Immuntherapie oder Diagnose zu nutzen. Auch die Expression der mRNA
konnte als Tumormarker eingesetzt werden und wurde daher in dieser Arbeit
untersucht.

Auch wenn in einigen Studien im Tiermodell bereits gezeigt werden konnte,
dass ein Zusammenhang zwischen der Expression endogener Retroviren und
Immun- und Tumorerkrankungen besteht, gelang dies im Menschen noch nicht
eindeutig. Es gibt jedoch kontrovers diskutierte Hinweise, dass HERVs in der
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Atiologie von Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus (CONRAD et al.,
1997), multiple Sklerose (SuciIMoTO et al, 2001) oder bei systemisch
auftretendem Lupus erythematosus (OGASAWARA et al., 2001) eine Rolle spielen
konnten.

Der Zusammenhang zwischen Entstehung von Tumoren sowie einer
Immunsuppression und der Expression von HERV-K Sequenzen ist noch nicht
abschlie3end geklart. Ergebnisse der bisherigen Forschung auf diesem Gebiet
lassen jedoch darauf schlieRen, dass zumindest eine Verknupfung dieser
beiden Ereignisse besteht, wobei die Art dieser Verbindungen noch unbekannt

ist.

1.4.2 Die Rolle von HERV-K in Melanomen

SCHIAVETTI und Kollegen untersuchten 2002 mononukleare Blutzellen von
Melanompatienten, die im Rahmen einer Studie mit antigenischen Peptiden
gegen MAGE-3 vakziniert wurden. Bei MAGE handelt es sich um eine Familie
von Genen, die in einer Vielzahl von Tumoren erhoht, in normalen Geweben
jedoch nicht exprimiert vorliegen (CHOMEZ et al., 2001). Es hatte sich in der
Vakzinierungsstudie gezeigt, dass die Prasentation eines MAGE-3-Peptids
durch HLA-A1 zu einer signifikanten Tumorregression in 7 von 25
Melanompatienten fuhrt (BALDO et al., 1992). Bei einem Patienten konnte sogar
beobachtet werden, dass es zu einer kompletten Regression von funf
Lungenmetastasen nach Vakzinierung kam und der Patient anschlieRend Uber
vier Monate keine neuen Metastasen aufwies. Aus den Melanomzellen dieses
Patienten wurde polyadenylierte RNA isoliert. Nach cDNA-Synthese und
Klonierung wurde ein cDNA-Screening durchgefuhrt. Es ergab sich, dass einer
der cDNA-Klone an seinen 5°- und 3‘-Enden eine hohe Homologie zu LTR-
Sequenzen von MMTV oder auch HERVs aufwies. Aul3erdem enthielt dieser
Klon, der von ScHIAVETTI mit cDNA104 benannt wurde, auch andere
Sequenzen, die typisch fur ein retrovirales Transkript sind. Das Vorhandensein
einer Primer-Bindestelle fur Lysin (K) deutete darauf hin, dass es sich hierbei
um ein Mitglied der HERV-K Familie handelte. Die cDNA enthielt keinen ORF,
der fur ein komplettes retrovirales Protein kodierte. Jedoch gab es einen
Leserahmen, der trotz des Vorhandenseins von Stoppcodons 78% Homologie
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zu einem Teil des Envelope-Proteins einer HERV-K (HML-6) Sequenz zeigte.
Eine Datenbank-Recherche ergab zwei Beschreibungen einer Sequenz auf
Chromosom 16, die zu dem Provirus der cDNA104 korrespondieren: 100%
Identitat zu AC092357.2, 99% Identitdt zu AC018558.5. Die HML-6 Sequenz
weist starke Defekte in den gag-, pol- und env-Genen aufgrund von Mutationen
auf. Ein Vergleich der Sequenz mit cDONA104 bestatigte, dass es sich hierbei
um ein gespleiRtes env-Transkript des proviralen Gens handelte (Abbildung
1-5; SCHIAVETTI et al., 2002). Die provirale Sequenz wurde von SCHIAVETTI mit
HERV-K-MEL bezeichnet.
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Abbildung 1-5: Struktur von HERV-K-MEL DNA, das gespleiRte Transkript und die
Sequenz von cDNA 104. Die fur die anschlieBende Expressionsanalyse verwendeten
Primer sind durch rote Linien gekennzeichnet. Aus SCHIAVETTI et al., 2002.
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Nach Identifizierung von HERV-K-MEL wurde von ScCHIAVETTI und Kollegen
mittels quantitativer Real-Time PCR (qRT-PCR) analysiert, wie stark exprimiert
dieses gespleilte Transkript in verschiedenen Geweben vorliegt (Abbildung
1-6).
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Abbildung 1-6: Expression der HERV-K-MEL Gens in normalen und Tumorgeweben. Die
Bestimmung erfolgte mittels gqRT-PCR unter Verwendung der Abbildung 1-5 gekennzeichneten
Primer; normalisiert wurde gegen [-Actin. Jeder Punkt reprasentiert die Expressionshéhe von
HERV-K-MEL im Gewebe. Die Angabe der relativen Expression erfolgt in Bezug auf die
Expression in spezifischen Melanomzellen (AVL3-MEL). Aus SCHIAVETTI et al., 2002.

In den meisten normalen Geweben konnte kein HERV-K-MEL Transkript
nachgewiesen werden. Jedoch lag es hochexprimiert in Testisgewebe und in
einigen Hautproben vor. Besonders in den meisten Melanomisolaten, inklusive
primaren und metastasierenden kutanen Melanomen sowie primare
Augenmelanomen, war ein starker Expressionsanstieg zu messen. Auch in
einer Vielzahl der untersuchten Muttermale (Naevi), die haufig als Vorlaufer far
Melanome bezeichnet werden, war eine Steigerung messbar. Diese

Beobachtungen deuten nach ScHIAVETTI darauf hin, dass HERV-K-MEL
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hauptsachlich in Zellen melanozytischen Ursprungs exprimiert wird. Aul3erdem
wird vermutet, dass aufgrund der fehlenden bzw. sehr geringen Expression in
Melanozyten HERV-K-MEL als friher Marker fur eine Transformation der
Melanozyten in tumordoses Gewebe wie maligne Melanome geeignet sein
konnte (SCHIAVETTI et al., 2002).

Eine kurzlich erschienene Studie konnte einen weiteren Hinweis auf die
Bedeutung von HERV-K-MEL bei der Entstehung von malignen Melanomen
geben. So konnte gezeigt werden, dass die Impfung mit einer Gelbfieber-
Vakzine die Inzidenz von malignen Melanomen verringert. Der Impfstoff enthalt
ein Antigen, das eine hohe Homologie zu HERV-K-MEL aufweist und noch
zehn Jahre nach Vakzinierung zu einem zehnfach verminderten Risiko einer
Melanomerkrankung beitragen kann (MASTRANGELO et al., 2009).

Das maligne Melanom ist der Hauttumor mit der hochsten Malignitat und einer
hohen und raschen Metastasierungstendenz. Es entsteht intradermal aus
Melanozyten oder aus bereits vorhandenen Naevi. Da diese sich in der
Epidermis befinden, entwickeln sich 90% der Tumore primar an der Haut. Das
maligne Melanom ist auRerordentlich gefahrlich, da es dazu neigt, bereits bei
kleiner TumorgroRe zu metastasieren und nur in geringem Malde auf eine
Therapie anspricht (BERKING et al., 2005). Obwohl die Pravalenz fur maligne
Melanome weitaus geringer ist als die flr nicht-maligne, werden die meisten
Todesfalle bei Hautkrebserkrankungen durch diese Form verursacht. Die
Atiologie der malignen Transformation gesunder Melanozyten ist nur teilweise
bekannt.

Seit Anfang der 1970er Jahre nahm die Inzidenz fir maligne Melanome
signifikant zu (DE VRIES et el., 2003; DE VRIES et al., 2004). Derzeit treten pro
Jahr  weltweit etwa 2-3 Millionen nicht-melanom assoziierte
Hautkrebserkrankungen sowie 132 000 Falle des malignen Melanoms auf.
(WHO, 2009). Die Erkrankungsfalle nehmen dabei um 6% pro Jahr zu
(WEINSTOCK, 1998), wobei es jedoch geographische und ethnische
Unterschiede gibt. In der kaukasischen Bevolkerung liegt die Inzidenz des
malignen Melanoms um bis zu 100mal hoher als bei Afrikanern oder Asiaten
(ARMSTRONG UND KRICKER, 1995).
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Neben der Herkunft und dem Wohnort hat die steigende Inzidenz weitere
Ursachen. So ist das Vorhandensein einer grolen Anzahl atypischer Naevi der
grolite Risikofaktor in der hellhautigen Bevolkerung, die aufgrund der
geringeren Pigmentierung der Haut und der Augen ein ohnehin erhdhtes Risiko
aufweist. AuBerdem fuhren gehaufte Sonnenbader bei hoher UV-Dosis und
starken Sonnenbranden ebenfalls zu einem signifikant erhéhten Auftreten von
Hautkrebs. Zudem spielt das Alter, eine genetische Pradisposition,
immunsuppressive Faktoren und das Lebensalter, in dem erstmals eine starke
Sonnenexposition stattgefunden hat, eine entscheidende Rolle (WHITEMAN et
al., 2001).

Die Zahl der erlittenen Sonnenbrande steht in direkter Korrelation mit der
Entwicklung eines Melanoms. UV-Licht ist der wesentlichste heute bekannte
krankheitsauslosende Faktor. UV-B Strahlung (280-315 nm) ist besonders
schadigend, da sie direkte DNA-Schaden verursachen kann. Nicht zu
unterschatzen ist jedoch auch das Potential von UV-A Strahlung (315-400 nm),
welche indirekt wirkt und Uber freie Radikale Mutationen verursacht (BERKING et
al., 2005; HusseIN, 2005), aber auch Wachstumsfaktoren stimulieren kann
(HERLYN et al., 2000).

Wie bei vielen anderen Krebsarten haben auch maligne Melanome einen
genetischen Hintergrund. Etwa 10% aller malignen Melanome treten familiar
gehauft auf. Bei Patienten mit familiarem Melanom wurden verschiedene Gene
gefunden, die mit dem dysplastischen Navuszellnavus-Syndrom und dem damit
stark erhdhtem Risiko fur die Entwicklung eines Melanoms verbunden zu sein
scheinen (BERKING et al., 2005). Die Gene CDKNZ2A (Cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A) und CDK4 (Cyclin-dependent kinase 4) sind in den Fokus des
Interesses gertckt. Auch p16, ein Gen fur ein Tumor Suppressor Protein mit
einer wichtigen Rolle bei der Zellzyklus-Kontrolle und der Apoptose, ist relativ
gut untersucht. Mutationen von p16 treten bei 25% der familiaren Melanome auf
(HussussIAN et al., 1994). CDK4-Mutationen dagegen wurden nur in wenigen
familiaren Melanomen gefunden (Zuo et al., 1996). Allerdings konnte bisher
weder fur familidr auftretende noch spontane Melanome ein einziges
verantwortliches Gen gefunden werden, das in einer Mehrzahl der
Melanompatienten mutiert oder verandert exprimiert war (BATAILLE, 2003).
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Jedoch treten vermehrt Mutationen von N-Ras und p53 (10-20% aller Falle)
(PoLskY UND CORDON-CARDO, 2003; CHUDNOVSKY et al., 2005) und im BRAF-
Gen auf (60%). Dieses hat einen Einfluss auf die RAS-RAF-ERK-MAP
Signaltransduktion (ANDERSEN et al., 2004).

Eine Mutationsanalyse der Genfamilie der Matrix-Metalloproteinasen (MMP) in
humanen Melanomen identifizierte somatische Mutationen in 23% der
Melanome. Funf Mutationen in MMPS8, einem der am haufigsten mutierten
Gene, reduzierte die MMP-Enzymaktivitdt deutlich. Die Expression des
wildtypischen MMPS8 inhibiert hingegen das Wachstum von Melanomzellen in
vitro und die Tumorformation in vivo. Daher wird vermutet, dass das Wildtyp-
MMP8 die Melanomprogression inhibieren kann (PALAVALLI et al., 2009).

Einige Studien haben gezeigt, dass auch dem PI3K-AKT-mTOR Signalweg eine
mafRgebliche Rolle im Uberleben und der Resistenz von Tumorzellen zukommt
(MEIER et al., 2009; BROGNARD et al., 2001).

Melanomzellen konnen haufig resistent  gegen eine  Vielzahl
chemotherapeutischer  Agenzien sein, da es im Rahmen des
Transformationsprozesses zu Veranderungen des Apoptoseweges kommt
(SERRONE und HERSEY, 1999). So kann es zu Resistenzen gegen
apoptoseinduzierende Stoffe wie Cisplatin, Vincristin, Camptothecin und einigen
anderen kommen (SERRONE und HERSEY, 1999; McCLAY et al, 1996).
Aulerdem exprimieren Melanomzellen im Gegensatz zu Melanozyten a,f33-
Integrin. Dieser Rezeptor interagiert mit Kollagen und erhoht die Expression des
antiapoptotisch wirkenden Bc/2, was zum Uberleben der Tumorzellen fihrt (VAN
BELLE et al., 1999; PETITCLERC et al., 1999). Als ein weiteres antiapoptotisches
Gen wird Survivin erhdht exprimiert (GROSSMAN et al., 1999).

Die Expression von endogenen retroviralen Sequenzen ist in diesem
Zusammenhang noch nicht untersucht worden. Erste Hinweise auf eine
Korrelation der HERV-K Expression mit verschiedenen apoptoseassoziierten
Genen konnten in der hier vorliegenden Arbeit gezeigt werden.

Moglicherweise fihrt eine verbesserte Diagnostik und eine erhdhte
Aufmerksamkeit zu einer statistischen Erhohung der bekannten Hautkrebsfalle.
Im Unterschied zu anderen, malignen Tumoren ist die frlhzeitige Entdeckung
eines Melanoms relativ leicht mdglich, da es durch seinen Sitz an der Haut
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leicht diagnostiziert werden kann. Das maligne Melanom kann in allen
Altersstufen auftreten, vor dem 15. Lebensjahr ist es allerdings selten, gehauft
tritt es zwischen dem 40. und 55. Lebensjahr auf (WHO, 2007).

Nach wie vor stellt die chirurgische Entfernung des Primartumors die einzig
potentiell erfolgreiche Behandlung dar. Ohne Behandlung betragt die
Uberlebenszeit durchschnittlich sechs Monate.

Heute ist, trotz der zahlenmaligen Zunahme, die generelle Prognose des
Melanoms besser, da die Tumoren durch frihe Diagnose zum Zeitpunkt der
Operation einen geringen Invasionsgrad aufweisen und somit besser heilbar

sind.

1.4.3 Die Rolle von HERV-K bei HIV-Infektionen

Neben der Assoziation von HERV-K mit verschiedenen Krebs- und
Autoimmunerkrankungen gibt es Studien, die auf eine Korrelation zwischen
HERV-K und HIV-1 Infektionen hindeutet. So fand man bei HIV-1 infizierten
Patienten mit akuter Blinddarmentzindung, dass ihre Leukozyten HERV-VLPs
(virus-like particles) bildeten (ORENSTEIN, 2000). Im Plasma und Urin von HIV-1
Patienten konnten HERV-reaktive Antikorper gefunden werden (LOWER et al.,
1996; STEVENS et al., 1999). LOWER und Kollegen fanden zudem HERV-K
Antikorper im Plasma von 70% der an der Studie teilnehmenden HIV-1
Infizierten, wogegen nur 3% der gesunden Blutspender selbige aufwiesen
(LOWER et al., 1996). Auch in Drogenkonsumenten konnten Antikdrper nur nach
HIV-1 Serokonversion nachgewiesen werden (VOGETSEDER et al., 1993). Durch
die Messung einer erhdhten Expression von HERV-K in Patienten mit HIV-1
assoziierter Demenz erhartete sich die Hypothese eines Zusammenhangs
zwischen HIV-1 Infektion und der HERV-K Aktivierung (JOHNSTON et al., 2001).
Zudem konnte die Existenz extrazellularer HERV-K RNA, vornehmlich der
Familien HML-2 und -3, in ca. 95% der Patienten gezeigt werden (CONTRERAS-
GALINDO et al,, 2006 a). Insbesondere die VLP-bildende HERV-K (HML-2)
Familie scheint hierbei eine besondere Rolle zu spielen. So konnte durch
Sequenzanalysen eine Aktivierung von 32 der insgesamt 128 Mitglieder dieser
Familie nachgewiesen werden (CONTRERAS-GALINDO et al., 2006 b). Es ist
jedoch nach wie vor unklar, ob der erhdhten HERV-K Expression spezifische
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pathologische Storungen in Assoziation mit der HIV-1 Infektion wie
Immunsuppression zugrunde liegen, oder ob die HIV-1 Partikel oder viralen
Produkte einen direkten Einfluss haben. Desweiteren ist ungeklart, ob die
HERV-K Aktivierung zellular bedingt ist (CONTRERAS-GALINDO et al., 2007).
CONTRERAS-GALINDO und Kollegen untersuchten deshalb, ob es einen
Zusammenhang zwischen dem HIV-1 Titer und der HERV-K Expression gibt.
Tatsachlich wiesen in vitro Experimente in stimulierten PBMCs (Peripheral
Blood Mononuclear Cells) darauf hin, dass die Hochregulation von HERV-K von
der Dosis der HIV-1 Partikel abhangig zu sein scheint. In vivo konnte ein
derartiger Zusammenhang aber nicht gezeigt werden (CONTRERAS-GALINDO et
al., 2007). Zusatzliche Studien sind daher nétig, um die genaue Rolle von
HERV-K bei der HIV-1 Infektion und Progression zu klaren.

Untersuchungen zur Korrelation von HIV-2 und HERVs sind bisher nicht
veroffentlicht. Auch fir das mit HIV-2 eng verwandte SIV (simian
immunodeficiency virus) sind bislang keine Arbeiten bekannt. Erste
Untersuchungen zur HML-2 und -3 Expression im Zusammenhang mit SIV in

vivo und in vitro wurden in dieser Arbeit vorgenommen.

1.5 RNA-Interferenz

Um die genaue Funktion eines Genes zu klaren, ist eine Analyse der
Veranderungen bei Regulation des Zielgens von besonderem Interesse. Fruher
war dies nur Uber langwierige und teils schwierige Klonierungen zu erreichen,
die schliellich zur Generierung von Knockout-Mutanten (z.B. in Mausen oder
Zellen) fuhrten. Seit langerem lassen sich jedoch mit Hilfe der RNA-Interferenz
(RNAIi) Mangelphanotypen in vitro schnell erzeugen. Der als RNA-Interferenz
bezeichnete Vorgang ist eine sequenzspezifische Herabregulation eines Gens
durch ein kurzes Stuck doppelstrangiger, zu einem bestimmten Abschnitt des
Zielgens komplementarer RNA. Diese Regulation wird als ,Knockdown® eines
Zielgens bezeichnet.

Die RNAIi-Technik basiert auf dem hochkonservierten System der Zellen zur
post-transkriptionellen  Regulierung von zelleigenen Genen und zur
Verteidigung gegen Viren. Dieser Mechanismus muss sich schon vor der
Trennung von Tier- und Pflanzenwelt entwickelt haben, da er bisher in fast allen
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untersuchten eukaryotischen Spezies vom Pilz bis zum Menschen gefunden
werden konnte (SHARP, 2001).

Die ersten Beobachtungen von RNA-Interferenz wurden an Pflanzen
(BAuLcoMBE, 1999) und bei Pilzen (COGONI et al., 1996) in Zusammenhang mit
posttranskriptionellen Gen-Inaktivierung gemacht.

Eine Injektion von doppelstrangiger RNA (dsRNA) in dem Nematoden C.
elegans fuhrte zu einem spezifischen Abbau komplementarer mRNA (FIRE et
al., 1998). In Experimenten an der Fruchtfliege Drosophila melanogaster wurde
gezeigt, dass dsRNA in einem ATP-abhangigen Vorgang zu Kkleineren
Nukleotidfragmenten prozessiert wird (ZAMORE et al., 2000).

Die Initiation der RNA-Interferenz erfolgt Uber die Endonuklease Dicer, ein
Enzym, das der RNase Ill analog ist. Dabei wird doppelstrangige RNA
unterschiedlicher Lange unabhangig davon, ob es sich dabei um die RNA eines
Virus oder einer zelleigenen regulatorischen RNA handelt, in kleine Stlicke von
21 bis 25 Nukleotiden Lange geschnitten. Dicer arbeitet in einer ATP-
abhangigen Reaktion. Die dabei entstehen Produkte werden siRNAs (small
interfering RNAS) genannt, wenn sie aus exogenen Quellen kommen, oder aber
miRNAs (microRNAs), wenn sie von RNA-kodierenden Genen des zelleigenen
Genoms stammen. Daneben gibt es noch weitere Klassen von kurzen RNA-
Fragmenten wie z.B. rasiRNAs, piRNAs und smRNAs, auf die an dieser Stelle
aber nicht weiter eingegangen werden soll.

Nach der Prozessierung durch das Enzym Dicer entstehen aus langen
exogenen dsRNAs die siRNAs (Abbildung 1-7) oder aus den kurzen endogenen
miRNA-Vorlaufern (pre-miRNAs) mit unvollkommenen Haarnadelstrukturen
(stem-loops) die miRNAs (TANG, 2005). Sowohl siRNAs als auch miRNAs
wurden als sequenzspezifische posttranskriptionelle Regulatoren der
Genexpression identifiziert und weisen jeweils am 3‘-Ende eines jeden
Stranges einen charakteristischen Uberhang von zwei Nukleotiden auf. Die
Genregulation erfolgt bei den siRNAs Uber sequenzspezifisches Schneiden der
perfekt komplementaren mRNA, wohingegen die miRNAs eine translationale
Repression herbeifuhren und es zu einer Degradation des Transkripts bei nicht

perfekt komplementaren Zielsequenzen kommt. Da die Prozessierung von



1.5 RNA-Interferenz 25

miRNA fur diese Arbeit unerheblich war, beschrankt sich die weitere
Beschreibung nur auf siRNA.
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Abbildung 1-7: Vereinfachter schematischer Ablauf des RNAi-Mechanismus in Bezug auf
siRNAs in Saugetieren. Erlduterungen siehe Text. Modifiziert nach DE FOUGEROLLES et al., 2007.

Der siRNA-Mechanismus ist wie bereits erwahnt eine evolutionar
hochkonservierte Antwort auf von auf’en in die Zelle eingebrachte dsRNA.
Nach dem Schneiden der dsRNA durch die Endonuklease Dicer entstehen
siRNAs von 21-23 Nukleotiden Lange. Die siRNAs werden daraufhin in den
RISC-Komplex (RNA induced silencing complex) inkorporiert. Nach Entwindung
der RNA in einer ATP-abhangigen Reaktion kommt es zu einer Aktivierung des
RISC-Komplexes. Das mit dem RISC assoziierte AGO2 (Argonaut 2) enthalt
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eine katalytische Domane und sorgt fur die Restriktion des Passenger-
Stranges, so dass RISC den komplementaren Strang (Guide) enthalt. Dieser
kann jetzt mRNAs mit komplementaren Sequenzen erkennen und
zerschneiden, wodurch es nicht mehr zur Synthese des entsprechenden
Proteins kommen kann. Der RISC- / siRNA-Komplex wird wiederverwertet und
kann somit auf weitere Ziel-RNAs wirken (Abbildung 1-7) (DYKXHOORN et al.,
2003).

Obwohl der Vorgang der Wechselwirkung von dsRNA und der komplementaren
RNA der Wirtszelle in der Tier- und Pflanzenwelt ein hochkonservierter Vorgang
ist, induziert das Eindringen einer dsRNA von mehr als 30 Nukleotiden Lange
eine Interferonantwort in der betroffenen Zelle, welche zum generellen Stopp
der Translation und der Einleitung von Apoptose flhrt. Hierfur verantwortlich ist
die durch dsRNA aktivierte Proteinkinase R (PKR), die nach Dimerisierung und
Autophosphorylierung den Initiationsfaktor elF-2a der Proteinsynthese
phosphoryliert. Daraufhin kommt es zur Inhibition der Translation (WILLIAMS et
al., 1997; GIL UND ESTEBAN, 2000). Aullerdem wird das 2’,5-Oligoadenylat-
polymerase/RNAselL-Systems aktiviert, was zur Inhibition der gesamten
Proteinsynthese der Zelle und letztlich zur Induktion von Apoptose flihrt.

In Untersuchungen konnte 2001 gezeigt werden, dass durch kurze, nur 21-23
Nukleotide lange und chemisch synthetisierte siRNAs keine Interferonantwort
ausgelost wird, die Expression des Zielgens jedoch erfolgreich gehemmt
werden kann (ELBASHIR et al., 2001 a,b). Die synthetischen siRNAs nutzen
dabei den RNAi-Mechanismus, wobei sie ohne Dicer-Prozessierung direkt in
den RISC-Komplex inkorporiert werden kénnen. Die Menge der ausgewahlten
Proteine liel sich so innerhalb der Zellen um bis zu 95% reduzieren. Die
siRNAs wirkten dabei schon in nanomolaren Konzentrationen. Der Effekt hielt
uber mehrere Zellteilungen bis zu zehn Tagen an (TuscHL et al., 2004). Im
Gegensatz zu Pilzen (CoGONI et al., 2000), Pflanzen (DALMAY et al., 2000) und
Nematoden (SIJEN et al.,, 2001), die siRNAs vervielfaltigen kénnen, gibt es
bisher keine Hinweise darauf, dass dies auch in Saugetierzellen mdglich ist. Die
Regulation von Proteinen mittels siRNA-Transfektion kann in diesem System
daher immer nur temporar sein. Um dieses Problem zu lésen wurde in
zahlreichen Experimenten versucht, moglicherweise stabile Knockdown-
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Zelllinien Uber die Verwendung von Vektor basierten Ansatzen zu generieren.
Dabei werden haarnadelformige dsRNAs (shRNA, short hairpin RNASs) in die
Zellen transfiziert und exprimiert. Die shRNAs werden dann wiederum durch
Dicer in siRNAs uberfuhrt (PADDISON et al., 2002).

Obwohl siRNAs in aller Regel aulderst spezifisch wirken, ist es dennoch bei
jeder Untersuchung mit dieser Methode notwendig, eine Reihe von Kontrollen
durchzufuhren, um unspezifische Effekte auszuschliefen. Hierzu zahlt die
Verwendung von Kontroll-siRNAs, die gegen kein bekanntes Gen gerichtet
sind, somit keine Effekte hervorrufen sollten und zeigen, ob die
Transfektionsmethode eine Auswirkung auf die Zellen hat. Desweiteren sollten
verschiedene siRNAs, die unterschiedliche Sequenzen innerhalb einer mRNA
erkennen, benutzt werden, um Veranderungen in der Expression der Ziel-RNA
zu verifizieren.

Die RNA-Interferenz bietet eine Madglichkeit, in Zukunft potenziell jedes
beliebige Protein auszuschalten und somit ein Mittel gegen Virusinfektionen
oder andere Krankheiten in der Hand zu haben. So haben bereits erste
Versuche gezeigt, dass RNAi gegen Humanpathogene eingesetzt werden kann
(BANERJEA et al., 2003; BODEN et al., 2003). Die nach wie vor schwierigste
Aufgabe ist jedoch der Transport der siRNAs in die Zielzellen. So wurde der
lokale Einsatz von siRNAs in vivo zwar schon mehrfach beschrieben (THAKKER
et al., 2004; BITKO et al., 2005; PALLISER et al., 2006), doch fir einen
systemischen Transport und einer damit verbundenen Genregulation gibt es nur
wenige Nachweise (SOUTSCHEK et al., 2004; SONG et al., 2005; MORRISSEY et
al., 2005). ZIMMERMANN und Kollegen konnten jedoch zeigen, dass die
Verwendung einer liposomalen Formulierung zu einem systemischen Transport
der siRNAs und einem Silencing des Zielgens in nicht-humanen Primaten
fuhren kann (ZIMMERMANN et al., 2006).

Die Zukunft wird zeigen, inwieweit Optimierungen in diesem Bereich zu einem

Einsatz der RNA-Interferenz als therapeutisches Mittel flihren kdnnen.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Da in letzter Zeit vermehrt Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen der
HERV-K Expression und verschiedenen Erkrankungen aufgetreten sind, sollte
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diese Korrelation in der vorliegenden Arbeit naher charakterisiert werden. Dazu
sollte im ersten Teil ein System entwickelt werden, das die Erstellung von
Expressionsprofilen einzelner HML-Gruppen erlaubt. Dabei sollte die hohe
Sequenzhomologie im LTR-Bereich ausgenutzt werden, um mit einer 5-RACE-
PCR eine spezifische Amplifikation zu ermadglichen. Als Modell wurde die
HERV-K (HML-6) Gruppe gewahlt, deren erhdhte Expression im
Zusammenhang mit der Entstehung von malignen Melanomen gezeigt werden
konnte. Um die Funktionalitat der Methode zu verifizieren, sollten exemplarisch
zwei Melanomzelllinien und ein Melanozytenisolat untersucht werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte ein spezielles HML-6 Mitglied, das so genannte
HERV-K-MEL, und sein Einfluss auf Melanome charakterisiert werden. Uber
dieses Gen war bislang bekannt, dass es in Melanozyten und Zellen
melanozytischen Ursprungs exprimiert wird, wobei eine erhdhte Expression in
malignen Zellen zu messen ist. Anhand von RNAi-Experimenten in
Melanomzelllinien sollten die Auswirkungen einer Genregulation in vitro gepruft
werden. Dabei wurden sowohl morphologische als auch molekularbiologische
Veranderungen analysiert. Die Herstellung und der Einsatz eines
Uberexpressionsklons sollte Aufschluss Uber die Auswirkungen einer erhéhten
HERV-K-MEL Expression in Melanozyten geben.

Im letzten Teil der Arbeit sollte die HERV-K Expression im Verlauf einer
Erkrankung in vivo betrachtet werden. Dazu sollte ein Vergleich von erkrankten
und nicht-erkrankten Individuen unter moglichst gleichen Bedingungen erfolgen.
Da dies bei malignen Melanomen und anderen Tumorerkrankungen nicht
gegeben ist, wurde ein Infektionsmodell gewahlt, die ebenfalls mit einer
erhohten HERV-K Expression einhergeht. So konnte in zahlreichen Arbeiten
eine Korrelation von HIV-1 und HERV-K (HML-2) und (HML-3) gezeigt werden.
Derartige Zusammenhange in SIV-Infektionen sind bislang noch nicht bekannt.
In Impfstoffstudien am Deutschen Primatenzentrum wurden Rhesus-Makaken
mit SIV infiziert. Zudem waren nicht infizierte Kontrolltiere vorhanden. Dieses
Material sollte genutzt werden, um die HERV-K Expression zu analysieren.
AulBerdem sollte eine mit SlV-infizierte humane T-Zelllinie vergleichend
untersucht werden.



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien, Organismen und Kulturbedingungen

2.1.1 Herstellung und Sterilisation von Losungen

Thermostabile wassrige Lésungen und Gebrauchsgegenstande (Glaswaren,
Polypropylen-Pipettenspitzen) wurden 20 min bei 121 °C und 1 bar Uberdruck
in einem Dampfdruckautoklaven sterilisiert.

Ldsungen, die nicht durch feuchte Hitze sterilisiert werden konnten, wurden
sterilfiltriert (Heinemann Labortechnik, &: 0,20 oder 0,45 pm). Alle Losungen,
Puffer, Nahrmedien und Nahragar wurden mit deionisiertem Wasser aus einer
Reinstwasseranlage (Sartorius stedim, Arium 611VF) angesetzt. Glas-,
Keramik- und Metallwaren wurden fur 4 h bei 180°C trockener Hitze entkeimt.

2.1.2 Chemikalien und Gerate

Alle Chemikalien wurden in Analysenqualitdt verwendet und, soweit nicht
anders angegeben, von Sigma, Roth, BD Biosciences, Invitrogen und
AppliChem bezogen.

Neben laborublichen Standardgeraten wie Prazisionspipetten, Magnetrihrern
u.a. wurden folgende Gerate verwendet:

Tabelle 2-1: Verwendete Geréate

Anwendung Bezeichnung & Hersteller

DNA-Sequenzierung PRISM 310 Genetic Analyzer, ABI

Durchflusszytometrie BD LSRII, BD Biosciences

Echtzeit-PCR-Verfahren 7500 Real-Time PCR System, Applied Biosystems
Elektroporation Nucleofector Il, Amaxa

Geldokumentation INTAS Geldukumentation, INTAS (Goéttingen)
Gelelektrophorese Elektrophoresekammer, Peglab Biotechnology
Impedanz-Messung XCELLigence System, Roche

Spektralphotometer Mikroliter Spectral Photometer Nanodrop ND-1000, Peglab

Biotechnology
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Sterilisation Systec 2540 EL, Systec
Thermocycler MyCycler Thermocycler, Biorad
Waage ED4202S-CW, Sartorius (Gottingen)

2.1.3 Verbrauchsmaterial

Fur alle experimentellen Arbeiten wurden autoklavierte Polypropylen-
Einwegartikel (z.B. ReaktionsgefalRe, Pipettenspitzen) bzw. Glasmaterialien
(z.B. Messzylinder, Vorratsflaschen) verwendet.

Tabelle 2-2: Verwendetes Verbrauchsmaterial

Bezeichnung ‘ Hersteller
Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl, 1000 pl) Sarstedt AG & Co.
Reaktionsgefalle (0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml) Sarstedt AG & Co.
Reaktionsgefalle (2 ml) Eppendorf AG
MicroAmp Reaction Plate (96 well) Applied Biosystems
MicroAmp Reaction Covers Applied Biosystems
Zellkulturflaschen Sarstedt AG & Co.
Zellkulturplatten Sarstedt AG & Co.
Falcon Tubes Sarstedt AG & Co

2.1.4 Kits, Reaktionskomponenten und Enzyme

Tabelle 2-3: Verwendete Kits

Anwendung Bezeichnung & Hersteller

Isolierung von Total-RNA RNeasy Mini Kit, Qiagen

cDNA-Synthese First Strand cDNA Synthesis Kit, MBI Fermentas
5-RACE-PCR BD SMART RACE cDNA Amplification Kit, BD

Biosciences — Clontech

Real-Time PCR (TagMan) ImmoMix, Bioline

Isolierung von Plasmid-DNA QlAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen

Klonierung CloneJET PCR Cloning Kit, MBI Fermentas
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DNA-Aufreinigung aus Agarose-Gelen  MinElute Gel Extraction Kit, Qiagen

DNA-Aufreinigung nach PCR MinElute PCR Purification Kit, Qiagen

DNA-Sequenzierung PRISM BigDye Terminator Cycle Sequencing Kit,
Applied Biosystems

FACS-Farbung von Zellen ApoAlert Annexin V Apoptosis Kit, Clontech

Tabelle 2-4: Verwendete Polymerasen

Polymerase Anbieter

MasterAmp Polymerase Epicentre

Phusion High Fidelity Polymerase Finnzymes

2.1.5 Verwendete Oligonukleotide

Tabelle 2-5: Verwendete Primer.

Bezeichnung/ Sequenz (5’-3’) Bemerkungen

Richtung

SMART Il AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA
Oligonukleotide GTA CGC GGG

5-RACE CDS Primer) | (T)25-VN

Universal Primer A | CTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C | Verwendet fir cDNA-

Long AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT | Synthese und SRACE
: : PCR (SMART)
Universal Primer A | CTAATACGACTCACTATAGGGC
Short
Nested Universal | AAG CAG TGG TAT CAA CGC AGA GT
Primer A
U3_66-rev CAT RYA GCC TYC AGT GGA ATG
CTG AGT TG
HERV-K (HML-6) U3-
U3_218A-rev CCA GAT GTT CCA GTA GAT AAC CTC
- spezifische Primer flr
AR 5'RACE-PCR
U3_218B-rev CCA GAT GTC CCA GTA GAT AAC TTC
AA
U5_297-for" CCT TCT CCC TAT CTC YTT TAC YCA | HERV-K (HML-6) U5-

spezifische Primer fiir 5'-
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AT
RACE-PCR
U5_459-for"” TGC ATT CRY CCY CCT TTG TTC AG
GAPDH-For CCTGCACCACCAACTGCTTA qRT-PCR-Primer fiir
GAPDH-Rev CATGAGTCCTTCCACGATACCA GAPDH
Bcl2-For GGTGCCACCTGTGGTCCACCTG
Bcl2-Rev CTTCACTTGTGGCCCAGATAGG
Bcl-XL-For GAACGGCGGCTGGGATAC
Bcl-XL-Rev CCCAGCAGAACCACGCC
Bad-For CATCATGGAGGCGCTGG
Bad-Rev GCTCCTCCCCATCCCT
Bax-For GGTGCTCAAGGCCCTGTG
Bax-Rev AGTCTCACCCAACCACCCTG ART-PCR-Primer zur
Analyse von Apoptose-
Casp8-For CACTTGGATGCAGGGGCT assoziierten Genen
Casp8-Rev GCAGTCATCGTGGGGCTT
Casp9-For TGGTGATGTCGGTGCTCTTG
Casp9-Rev GTGCGGGTGCGGAGC
NFkB-For CATGGTGGTCGGCTTCG
NFkB-Rev CAAGAGTCCAGGATTATAGCCCC
TP53-For TGATTTGATGCTGTCCCCG
TP53-Rev GGCATTCTGGGAGCTTCATCT
HERV-K-MEL-For TGCAGAGGATATAAGGAGAT HERV-K-MEL
HERV-K-MEL-Rev TCGTCGGTCTTCATTCCA spezifische Primer (nach

SCHIAVETTI et al., 2002)

HML-2-For TCCCCTTGGAATACTCCTGTTTTYGT
HML-2-Rev CATTCCTTGTGGTAAAACTTTCCAYTG
Seq34-For AAAGTGTTGCCACAGGGCA
Seq34-Rev AGGGGCAGCACAAACTATATCAT

SLE66676-For

TGTTGCCACAGGGCATGA

SLE66676-Rev

GGGGACAGCACAAAGTATATCGT

HERV-K (HML-2) und
(HML-3) spezifische

Primer
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HERV-K (HML-2) | TCCCCTTGGAATACTCCTGTTTTYGT

HERV-K (HML-2) pol
human-For

nach CONTRERAS-
HERV-K (HML-2) | CATTCCTTGTGGTAAAACTTTCCAYTG GALINDO (2007)
human-Rev

HERV-K (HML-2) mac- | TCCCCTTGGAATTCTCCTGTGTTTGT HERV-K (HML-2) pol

For nach CONTRERAS-

HERV-K (HML-2) mac- | CATTCCCTGAGGTAAMACTTTCCAYTG | GALINDO (2007), an
Rev Macaca mulatta adaptiert

YRedundanzen: Y=C+T; R=A+G; V=A+C+G; N=A+C+G+T; M=A+C

2.1.6 Verwendete Bakterien, Plasmide und Cosmide

Im Rahmen dieser Arbeit wurden flr die molekular- und zellbiologischen
Experimente die nachfolgend aufgeflihrten Bakterienstdmme, Plasmide und

Cosmide verwendet.
Tabelle 2-6: Verwendete Bakterien, Plasmide und Cosmide

Bakterien Genotyp / relevante Eigenschaften Referenz

DH5a F* endA1 gInV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 (GRANT et al., 1990
deoR nupG ®80dlacZAM15  A(lacZYA-
argF)U169, hsdR17(rc’ mg"), A—

Plasmide Relevante Eigenschaften Anbieter / Referenz
pJET1.2 blunt Klonierungsvektor MBI Fermentas
pBluescript Il SK(+) Phagemid-Vektor zur Klonierung Stratagene®
Cosmid Relevante Eigenschaften Anbieter
RP11-332P24 Cosmid vom humanen Chromosom 16

2.1.7 Computersoftware und Statistik

Zum Durchsuchen von offentlichen Datenbanken wurde der NCBI-Server
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) und der BLAST-Algorithmus (Basic Local
Alignment Search Tool; ALTSCHUL et al., 1997) verwendet. Zur weiteren Analyse
wurde aullerdem die UCSC-Datenbank (Human Genome Browser;

http://genome.ucsc.edu/) benutzt.
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Als Quelle fur die HERV-Sequenzen diente neben den oben genannten
Datenbanken die = HERVd-Datenbank  (http://herv.img.cas.cz/)  sowie
RetroSearch (http://www.daimi.au.dk/~biopv/herv/res2/).

Sequenzanalysen und -Vergleiche wurden mit der Bioedit Software
durchgefuhrt.

Daten von mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit zwei Replikaten
wurden statistisch mit Microsoft®-Excel 2007 oder dem Programm GraphPad
Prism (Version 5.0 for Windows; GraphPad Prism Software Inc., San Diego,
CA, USA) ausgewertet. Statistische Signifikanzen wurden durch ANOVA mit
nachfolgendem Bonferroni-Test fur multiple Vergleiche erhoben. Als Kriterium
fur Signifikanz wurde p < 0.05 gesetzt.

Zur Erstellung der Arbeit diente Microsoft® Word 2007 .

2.2 Klonierung und Sequenzierung von DNA-

Fragmenten

2.2.1 Amplifikation von DNA mit der Polymerasekettenreaktion
(PCR)

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (,Polymerase chain reaction“ (PCR); SAIKI et
al., 1985) wird zur selektiven Amplifikation von DNA-Sequenzen genutzt. Fur
die Reaktionen wurden verschiedene DNA-Matrizen und Oligonukleotide
verwendet.

Reaktionsansatz fir eine PCR mit der Phusion High-Fidelity Polymerase (25 pl):
11,5yl HO

5pul  GC-Puffer (5x)

1yl MgCl; (25 mM)

2yl dNTP-Mix (je 10 mM)

1yl Vorwarts-Primer (100pmol / pl)
1yl Revers-Primer (100 pmol / pl)
1yl DMSO (50%)

0,5 I Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (2 U / pl, Finnzymes)
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2yl Template

Temperaturprofil:
98°C 3 min

98°C 10 sec
x°C 90 sec 35 Zyklen
72°C 90 sec

72°C 5 min

X war abhangig von dem verwendeten Primern. Anschlielend wurden die

Proben wie unter 2.2.7 beschrieben prazipitiert.

2.2.2 Klonierung von PCR-Produkten in Blunt-Vektoren

Da eine direkte Sequenzierung von PCR-Produkten nur maoglich ist, wenn ein
einziges, spezifisches PCR-Produkt vorliegt, wurden die durch PCR
entstehenden Produkte mithilfe des CloneJET PCR Cloning Kit von MBI
Fermentas kloniert. Der in diesem Kit enthaltende Vektor pJET 1.2 besitzt eine
,stumpfe (blunt) Klonierungsstelle, die die Ligation eines Inserts ermdglicht,
sofern dieses ebenfalls Blunt-Enden besitzt. Dies wurde durch eine
Amplifikation der PCR-Produkte mit der Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase
erreicht (2.2.1).

pJET1.2/blunt

2974 bp

Abbildung 2-1: Vektorkarte des pJET1.2-Vektors.
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Nach einer DNA-Prazipitation der PCR-Produkte (2.2.7) kann die Ligation
erfolgen. Die aufgefuhrten Komponenten entstammen alle dem CloneJET PCR
Cloning Kit von MBI Fermentas.

Blunt-Ligation von pJET1.2 und PCR-Produkten (20 yl Gesamtvolumen):

10 yl 2x Reaktionpuffer
2 ul PCR-Produkt (150 ng)
1yl pJET 1.2 (50 ng / pl)
1yl T4-Ligase
6 ul H,0
Die Ligation erfolgte bei 16°C Uber Nacht.
Nach Ligation wurden die entstandenen Plasmide in eine TSS-Transformation
(2.2.3) eingesetzt.

2.2.3 Aufnahme von Plasmiden durch
transformationskompetente E.coli-Bakterien

Um Fremd-DNA in Form von Plasmiden in E.coli-Bakterien einbringen zu
konnen, mussen die Zellen zunachst kompetent gemacht werden. Die in dieser
Arbeit verwendete Methode ist eine Abwandlung der TSS-Transformation
(CHUNG et al., 1989).

Durch Behandlung mit TSS-Puffer lassen sich transformationskompetente
E.coli-Bakterien herstellen, die durch Hitzeschockbehandlung Plasmid-DNA
aufnehmen konnen. Der genaue Mechanismus flr die Aufnahme der
eingeschleusten DNA in die kompetenten Zellen ist ungeklart. Es ist jedoch
empirisch bekannt, dass die Zusammensetzung des Puffers und der
Hitzeschock die entscheidenden Faktoren sind. Man vermutet, dass diese
Komponenten die Durchlassigkeit der bakteriellen Zellwand fur Fremd-DNA
erhohen.

Zur Transformation wurden 20 ul DH5a-Bakterien in 5 ml LB-Medium ohne
Antibiotikum angeimpft und dber Nacht bei 37°C auf dem Schdattler inkubiert.
Aus dieser Ubernachtkultur wurden 500 pl in 20 ml frisches LB-Medium ohne
Antibiotikum Uberfuhrt und ca. 2-4 h bei 37°C inkubiert bis eine ODgoonm VON
0,5-0,8 erreicht wurde. Bei dieser OD befanden sich die Bakterien in der

exponentiellen Phase ihres Wachstums und besallen ihr hochstes
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Aufnahmepotential. AnschlieRend wurden die Bakterien 30 min auf Eis inkubiert
und 10 min bei 3000 rpm und 4°C zentrifugiert. Daraufhin wurde das Pellet in 2
ml TSS-Puffer suspendiert und der Ansatz zu 200 ul aufgeteilt. Die so
kompetent gemachten Bakterien konnten bis zur weiteren Verwendung, jedoch

maximal 6 h, auf Eis aufbewahrt werden.

Luria-Bertani (LB)-Medium: (auf 11 H,O)

10 g Trypton (Roth)
5 g Hefe-Extrakt (Roth)
10 g NaCl (Roth)

Luria-Bertani (LB)-Agar: (auf 11 H,0)

11 LB-Medium (siehe oben)
15 g Agar (Roth)

TSS-Puffer:  (auf 100 ml Gesamtvolumen mit H,O)
85 ml LB-Medium (siehe oben)

10 g Polyethylenglykol 8000 (PEG,
Sigma)

5 ml Dimethylsulfoxid (DMSO, Roth)
1,0165 g MgCI, (Roth)

Fir die eigentliche Transformation wurden zwischen 1 und 10 pul eines
Ligationsansatzes oder etwa 1-2 uyl einer Plasmidpraparation zu 200 pl
kompetenten Bakterien gegeben und dieses Gemisch fur weitere 30 min auf Eis
inkubiert. Nach einem Hitzeschock von 2 min bei 42 °C und einer Inkubation fur
2 min auf Eis wurden 900 ul LB-Medium ohne Ampicillin zugegeben. Dann
wurde der Ansatz 1h bei 37°C geschittelt und schliel3lich auf einer LB-
Agarplatte mit dem jeweiligen Selektionsantibiotikum und/oder —zusatz
ausplattiert. Nach einer Ubernachtinkubation bei 37°C waren aus den einzelnen
transformierten Bakterien Kolonien gewachsen, wobei davon ausgegangen
werden kann, dass eine Kolonie einem transformierten Bakterium entspricht.
Die einzelnen Kolonien konnten dann kultiviert und flr eine Plasmidpraparation
(2.2.4) genutzt werden.
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2.2.4 Plasmidpraparation

Zur Praparation von Plasmiden aus Bakterien wurde das QIAGEN Miniprep Kit
verwendet. Die im Folgenden verwendeten Puffer (P1, P2 und N3) sind
Bestandteile des Kits.

Die DNA-Praparation beruht bei dieser Methode auf der alkalischen Lyse der
Bakterien (BIRNBOIM UND DoLY, 1979). Anschliel3end fanden eine Neutralisation
und eine Einstellung auf Hochsalz-Bedingungen statt, so dass die Plasmid-DNA
spezifisch an die Silicamembran der QlAprep Saule binden und dann mit
Ethanol gewaschen werden konnte. Bei Niedrigsalz-Bedingungen und bei pH-
Werten von 7,0 bis 8,5 konnte die DNA nicht mehr an die Membran der Saule
binden und konnte bei dem letzten Schritt mit Wasser eluiert werden.

Zunachst wurden einzelne Bakterienkolonien von den Agarplatten aus der TSS-
Transformation (2.2.3) mit einer sterilen Pipettenspitze oder einem Zahnstocher
in 5 ml LB-Medium mit Selektionsantibiotikum Uberfuhrt und Uber Nacht bei
37°C auf einem Schuttler inkubiert.

Am nachsten Tag wurde die Bakteriensuspension fir 10 min bei 3000 rpm und
4°C zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Bakterienpellet in 250 ul P1
Puffer suspendiert und anschlieliend durch Zugabe von 250 pl P2-Puffer lysiert.
Die Neutralisation erfolgte nach Zugabe von 350 pl N3-Puffer, wobei durch
mehrmaliges Umdrehen des ReaktionsgefalRes eine gute Durchmischung
gewahrleistet werden sollte. Dann erfolgte eine Zentrifugation von 10 min bei
13000 rpm in einer Tischzentrifuge (Eppendorf). Der Uberstand wurde in die
QIAprep-Saulen uberfuhrt. Nach einem Zentrifugationsschritt von 60 sec bei
13000 rpm sollte die DNA an den Filter gebunden haben. Daraufhin wurde mit
750 pl PE-Puffer gewaschen und unter gleichen Bedingungen wie im
vorherigen Schritt zentrifugiert. Nach einer erneuten Zentrifugation, um den
ubrigen Waschpuffer zu entfernen, erfolgte im letzten Schritt die Elution der
DNA mit 50 pl EB-Puffer oder H,O. Dabei wurde das entsprechende
Elutionsmittel auf die Saulen gegeben und diese nach einer Inkubationszeit von
etwa einer Minute bei 13000 rpm flir 60 sec zentrifugiert. Die so gereinigte DNA

konnte bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren werden.
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2.2.5 Horizontale Gelelektrophorese

Zur visuellen Uberpriifung und Bestimmung der GréRe von Nukleinsauren z.B.
nach einer PCR oder einem Restriktionsverdau wurde eine Gelelektrophorese
vorgenommen. Diese ermdglicht eine Auftrennung der Nukleinsauren anhand
ihrer Grolde in einem elektrischen Feld. Dabei lauft die negativ geladene DNA
im elektrischen Feld Richtung Anode durch ein grobmaschiges Netz aus
Zuckerpolymeren (Agarose). Abhangig von der zu erwartenden GrofRRe der
Fragmente wurden Gele mit einem Agarosegehalt von 1-3% hergestellt, wobei
die Konzentration hoher gewahlt wurde, wenn kleinere Nukleinsauren erwartet
wurden. Um eine qualitativ hochwertige Auftrennung zu erreichen, wurde
Metaphor-Agarose (Genaxxon) verwendet. Dazu wurde die entsprechende
Menge eingewogen und in 1 x TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer) zum
Quellen gebracht. AnschlieBend wurde dieses Gemisch in einer Mikrowelle
aufgekocht und mit 1%igen Ethidiumbromid-L6ésung (EtBr, AppliChem) versetzt.
Ethidiumbromid ist ein mit dsDNA interkalierender Farbstoff, der bei einer
Wellenlange 285 und 320 nm sichtbar wird. Die aufgekochte Agaroselosung
wurde dann in einen Gelschlitten gegossen und nach Aushartung in eine
Gelkammer Uberflhrt, die ebenfalls mit 1 x TAE-Puffer gefillt war.

10 x TAE-Puffer (auf 1 | mit H,O auffiillen):

48,4 g Tris-Base

7,42 ml Essigsaure

20ml 0,5MEDTA
Die zu betrachtenden Proben wurden nach dem Versetzen mit einem
Ladepuffer (6x Loading Dye, MBI Fermentas) in die Geltaschen pipettiert Als
GroRenstandard wurden DNA- oder RNA-Leitern eingesetzt, die je nach
erwarteter NukleinsauregrofRe variierten. Der jeweils verwendete Marker ist bei
jeder Abbildung angegeben.
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Tabelle 2-7: Fir die Gelelektrophorese verwendete Marker und Ladepuffer

Bezeichnung Anbieter

Loading dye (6x) MBI Fermentas
GeneRuler DNA ladder, Ultra Low Range MBI Fermentas
GeneRuler DNA ladder, 100 bp Plus MBI Fermentas
GeneRuler DNA ladder, 1kb MBI Fermentas

Bei einer Spannung von 5V/cm fur ca. 60 Minuten wurden die Nukleinsauren im
Agarosegel aufgetrennt, wobei diese Werte in Abhangigkeit von der
Agarosekonzentration des Gels in manchen Fallen angepasst wurden. Die
visuelle Analyse nach der Auftrennung wurde mit dem INTAS
Geldokumentationssystem und der INTAS GDS Application Software bei einer
Wellenlange von 314 nm vorgenommen.

Far eine noch bessere Auftrennung (z.B. unter Verwendung von grofderen
Elektrophoresekammern) wurde in einigen Fallen statt eines Agarosegels mit
TAE-Puffer alternativ ein TBE-Gel verwendet. Dieser Puffer ist wesentlich
stabiler als TAE und erlaubt somit hohere Spannungen. Statt herkdmmlicher
Agarose wurde fur diese Gele Rotiphorese Gel 40 (19:1; Roth), eine
Polyacrylamid-Stamml6ésung, verwendet.

10 x TBE-Puffer (auf 1 | mit H,O aufflllen):

108 g Tris-Base
559 Borsaure

9,3g Dinatrium-EDTA

20% TBE-PAGE" (100 ml Gesamtvolumen):

50 ml Rotiphorese Gel 40 (19:1)
10 ml 10 x TBE-Puffer
39ml H,O
1ml  10% Ammoniumpersulfat (Sigma)

60 yl  TEMED (Roth)

R niedriger konzentriete Gele wurde das Verhdltnis der Polyacrylamid-

Stammldsung zum Wasser entsprechend verandert.



2.2 Klonierung und Sequenzierung von DNA-Fragmenten 41

2.2.6 Exzision und Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus
einem Agarosegel

Mit dieser Methode lassen sich elektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragmente
aus dem Agarosegel isolieren und fur weitere Verfahren, wie z.B. Ligation,
einsetzen. HierfUr wurde das MinElute Gel Extraction Kit (Qiagen) verwendet.
Das Kit macht sich die Eigenschaft zu Nutze, dass die DNA unter hohen
Salzkonzentrationen (chaotrope Salze) und einem pH von Uber 7,5 an die
Silica-Gelsaule bindet. Verunreinigungen wie Salze, Farbstoffe und EtBr fehlen
diese Bindeeigenschaften und werden durch das Waschen mit dem
ethanolhaltigen PE-Puffer entfernt. Die DNA kann dann mit H,O oder EB-Puffer
eluiert werden.

Um eine Gelextraktion durchzufiihren, wurde das gewilnschte DNA-Fragment
unter langwelligem UV-Licht mit einem sterilen Skalpell vorsichtig aus dem Gel
ausgeschnitten und mit 3 Teilen QG-Puffer zu einem Teil Gel bei 50°C fur 10
min (oder bis zur vollstandigen Auflésung des Gelsticks) inkubiert. Wahrend
dieser Zeit fand alle 2 min eine Durchmischung mit dem Vortex-Mixer statt.
Dann wurde 1 Gelvolumen Isopropanol zu dem Gel/Puffer-Mix gegeben und
durch mehrfaches Umdrehen des Reaktionsgefaltes gemischt. Danach wurde
die aufgeldste Probe auf die MinElute-Saule gegeben und 1 min bei 13000 rpm
in einer Tischzentrifuge (Eppendorf) zentrifugiert. Der Durchlauf wurde
verworfen, auf die Saule wurden erneut 500 pl QG-Puffer gegeben und wieder
zentrifugiert. Daraufhin wurde die Saule mit 750 pl PE-Puffer gewaschen. Um
den restlichen Waschpuffer vollstandig zu entfernen, wurde die leere Saule
nochmals zentrifugiert. Die DNA wurde mit 10 yl EB-Puffer (10mM TrisHCI, pH
8,5) oder H,0 nach kurzer Inkubation von 1 min und Zentrifugation in ein neues
Reaktionsgefal} eluiert.

2.2.7 Aufreinigung von PCR-Produkten

Aufreinigung von PCR-Produkten mit dem PCR Purification Kit (Qiagen)

Um PCR-Produkte von Primerresten, Nukleotiden und Enzymen zu trennen,
wurde das MinElute PCR Purification Kit von Qiagen verwendet. Das Prinzip
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dieser Methode entspricht dem des unter 2.2.6 beschriebenen Gel Extraction
Kits.

Zur Aufreinigung wurden 5 Teile PBI Puffer zu einem Teil PCR-Ansatz
gegeben, gemischt und die gesamte Losung auf eine MinElute-Saule Uberfuhrt.
Nach Zentrifugation fur 1 min bei 13000 rpm wurde der Durchfluss verworfen.
Die Saule wurde dann mit 750 pl PE-Puffer gewaschen und erneut zentrifugiert.
In einer erneuten einmutigen Zentrifugation bei maximaler Geschwindigkeit
wurde der verbliebene Puffer entfernt. Die DNA wurde mit 30 yl H2O in ein
neues Reaktionsgefald eluiert. Die gereinigten PCR-Proben konnten

anschlieRend direkt verwendet oder bei -20°C aufbewahrt werden.

Aufreinigung von PCR-Produkten durch DNA-Prazipitation

Eine Alternative zur Aufreinigung von PCR-Produkten Uber kommerziell
erhaltliche Saulen stellt die DNA-Prazipitation Uber eine Alkohol-Fallung dar.
Hierbei wurden zunachst die PCR-Produkte jeweils in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald uberfuhrt und mit 1/10 Ansatz-Volumen 3 M Natriumacetat (pH
4.8 -5,2) sowie 2,5 Volumen 96%igem Ethanol versehen. Nachdem die Proben
fur 2 h oder uber Nacht bei -20°C eingefroren wurden, erfolgte anschlief3end
eine Sedimentation durch eine 30-minutige Zentrifugation bei 13000 rpm und
4°C. Der Uberstand wurde daraufhin verworfen und das Pellet mit eiskaltem,
70%igem Ethanol gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation fur 5 min
wurde das Pellet bis zum vollstandigen Verdampfen des nach Abnahme im
Gefal verbliebenen Ethanols getrocknet und in einer adaquaten Menge Wasser
resuspendiert.

2.2.8 Photometrische Konzentrationsbestimmung von
Nukleinsauren

Der Nanodrop ND-1000 (Peqlab Biotechnology) ist ein Spektralphotometer, das
im  Wellenlangenbereich von 220-750 nm misst. Damit wurden die
Konzentrationen von RNA und DNA bestimmt. Dabei wird 1,5 ul der zu
messenden Probe auf das Ende eines optischen Fiberkabels gegeben. Ein
zweites optisches Fiberkabel wurde in Kontakt mit der Probe gebracht, so dass
es zu einer Verbindung der beiden Fiberkabel Uber die Flissigkeit kam. Eine
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Xenon-Lampe sendete Lichtblitze aus und ein Spektrometer analysierte dieses
Licht nach der Passage der Probe. Aufgrund der Bestimmung der Optischen
Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 260 nm und einem spezifischen
Multiplikationsfaktors fur DNA und RNA wurde durch die Geratesoftware die
Nukleinsaurekonzentration mittels Beer-Lambert’scher Gleichung berechnet
(Gleichung 1). Der Quotient der OD2gonm und der ODggonm gibt auflerdem
Aufschluss Uber die Proteinkontamination in der Losung. So sollte dieser Wert
fur ,reine“ DNA bei 1,8, fur ,reine“ RNA bei etwa 2,0 liegen.

C=0Dyp*e*V

Gleichung 1: Konzentrationsberechnung mit dem Spektralphotometer.

c= Nukleinsdurekonzentration in ng/ul; e=Wellenlangenabhangiger molarer
Extinktionskoeffizient (fir dsDNA: 50 ng*cm/ml; fir ssRNA: 40 ng*cm/ml); V=
Verdinnungsfaktor.

2.2.9 DNA-Sequenzierung

Fir die Identifizierung von Nukleotidsequenzen von DNA-Fragmenten wurde
eine weiterentwickelte Form des Kettenabbruchverfahrens von SANGER et al.
(1977) verwendet. Hierbei wird die Eigenschaft des Kettenabbruchs nach
Einbau von Didesoxynukleotiden genutzt. Es wird zunachst eine PCR
(Polymerase Chain Reaction, Polymerasekettenreaktion) mit 4
Desoxynukleotiden (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) und im selben Ansatz mit
Didesoxynukleotiden (ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP) durchgefihrt. Wird bei
der Kettenverlangerung ein Desoxynukleotid eingebaut, so kommt es aufgrund
der fehlenden 3’-Hydroxylgruppe, die zur Bildung der Phosphodiesterbindung
essentiell ist, zum Kettenabbruch. Der Einbau der Didesoxynukleotide erfolgt
zufallig. Somit entstehen bei der PCR Abbruchfragmente verschiedener Lange,
die auf einem elektrophoretisch aufgetrennt werden koénnen. Diese
Abbruchfragmente besitzen alle an ihrem 3’-Ende ein ddNTP. Da die vier
ddNTPs mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, konnen
wahrend der Elektrophorese die ddNTPs an den Fragmentenden Uber einen
Laser ermittelt werden. Eine spezielle Software verarbeitet das entstandene
Fluoreszenzmuster zu einer Nukleotidsequenz.

Ein Vorteil dieses so genannten cycle sequencing-Verfahrens ist, dass nur
geringe Mengen einzel- oder doppelstrangiger DNA eingesetzt werden mussen,
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da das DNA-Fragment durch Anlagerung eines einzelnen Primers linear
amplifiziert wird. Die Amplifikation erfolgt dabei wie bei einer PCR durch die
temperaturabhangige Anlagerung des Primers und dessen Verlangerung nach
Denaturierung der Zielsequenz. Die Sequenzierreaktion wurde unter
Verwendung des BigDye Terminator Cycle Sequencing Kits (Applied
Biosystems) nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt, wobei sowohl
aufgereinigte PCR-Produkte als auch praparierte Plasmid-DNA sequenziert
werden konnten.

Ansetzen der Sequenzierreaktion

Einfacher Reaktionsansatz flir eine Sequenzierreaktion (10 ul Gesamtvolumen):

1 yl Big Dye (Applied Biosystems)
1.5 pl 5x Big Dye Puffer (Applied Biosystems)
1 pl Primer (3.3 pmol/pl)

x I Plasmid (200-300 ng) 6.5

Zur Amplifikation der Zielsequenz wurde folgendes Temperaturprofil im MyCycler
(Biorad) genutzt:

96°C 30 sec

50°C 15 sec 25 Zyklen
60°C 4 min

4°C 0

Nach Ablauf des Temperaturprogrammes wurden die Reaktionsansatze mit je
90 ul ddH»0 verdunnt und in 1,5 ml-Reaktionsgefal’e Uberfuhrt. Bei 4°C durch
Zugabe von 10 yl 3 M Natriumacetatlésung (pH 5,2) und 250 pl 96%igem
Ethanol wurde die DNA gefallt. Daraufhin wurde sie durch Zentrifugation bei
13.000 rpm Uber 10 min sedimentiert und der Uberstand vorsichtig entfernt. Das
DNA-Pellet wurde mit 250 pl 70% eiskalten Ethanol gewaschen, erneut fur
5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und danach einige Minuten an der Luft
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getrocknet, bis der verbliebene Ethanol verdampft war. Zur Sequenzierung im
PRISM 310 Genetic Analyzer (ABI) wurden die Proben mit Formamid-haltigem
TSR-Reagenz (ABI) aufgenommen, bei 95°C fir 2 min denaturiert und zur
Unterdruckung der Renaturierung schnell auf Eis abgekuhlt. Nach sorgfaltigem
Mischen wurde der Ansatz Uber 30 sec auf das Kapillargel aufgetragen und bei
einer Spannung von 15 kV und einer Temperatur von 50°C elektrophoretisch
getrennt. Die Auswertung der aufgenommenen Fluoreszenzsignale wurde
vollautomatisch durch die Sequence Analysis V3.4.1-Software (ABI)
vorgenommen. Zur Analyse der Sequenzen wurde die Bioedit Software

eingesetzt.

2.3 Kultivierung eukaryotischer Zellen

2.3.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen

In der vorliegenden Arbeit wurden das Melanozytenisolat NHEM-M2 sowie die
beiden Melanomzelllinien SK-Mel-28 und A-375 verwendet (Tabelle 2-8).

Tabelle 2-8: Verwendete Zellen

Zellstamm Ursprung / Isolat / Morphologie / Herkunft / Referenz
Besonderheiten

NHEM-M2 Humane Melanozyten, isoliert aus der Wange Promocell Nr.C-12403;
einer 55-jahrigen Mannes kaukasischen BROWN et al., 1998
Ursprungs; adharent, wachst als Monolayer

SK-Mel-28 Humane Melanomzelllinie, isoliert aus einem ATCC HTB-72;
malignen Melanom eines 51-jahrigen Mannes CAREY ef al.. 1976
kaukasischen Ursprungs; adharent, wachst als

Monolayer; onkogen in Nacktmausen

A-375 Humane Melanomzelllinie, isoliert aus einem ATCC CRL-1619;
malignen Melanom einer 54-jahrigen Frau GIARD ef al.. 1973
kaukasischen Ursprungs; adharent, wachst als

Monolayer; onkogene Eigenschaften

Zellen aus flissigem Stickstoff (-196°C) wurden in einem Wasserbad bei 37°C
aufgetaut und anschlielend in eine 75 cm? Zellkultur-Flasche mit 20 ml des

entsprechenden Zellkulturmediums uberfuhrt. Die Kultivierung samtlicher Zellen
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wurde bei 37°C, 5% CO; und einer mit H,O gesattigten Atmosphare in einem
Zellinkubator (Heraeus Instruments) in Zellkulturflaschen unterschiedlicher
GroRe (Sarstedt AG & Co.) in den in Tabelle 2-9 angegebenen Medien

vorgenommen.

Tabelle 2-9: Verwendete Kulturmedien

Zellstamm Kulturmedium, Katalognummer Anbieter

NHEM-M2 Melanocyte Growth Medium M2 (C-24300), komplettiert Promocell
mit Supplement Mix (C-39420)

SK-Mel-28, MEM mit Earle’s Salzen und GlutaMAX | (Kat.Nr.41090), Invitrogen
A-375 1x Nichtessentielle Aminosauren (Kat.Nr.11140),

1x Natriumpyruvat (100mM, Kat.Nr.11360)

+10% FCS Gold (Kat.Nr.A15-151) PAA

Beim Erreichen einer Konfluenz von 80-90% wurden die Zellen zunachst mit auf
37°C vorgewarmten PBS gewaschen und mit einer adaquaten Menge
Trypsin/EDTA (0,05% / 0,02% in PBS, PAN Biotech) versetzt, um eine
Ablésung der adharenten Zellen vom Boden der Zellkulturflasche zu
ermoglichen. Anschlieend wurde die so erhaltene Zellsuspension in ein 50 ml
Falcon Rdéhrchen Uberfuhrt und bei 120 x g fur 5 Minuten zentrifugiert. Nach
Abnahme des Uberstands wurde das Zellpellet in vorgewarmtem
Zellkulturmedium suspendiert. Anschliefend wurde ein Teil der Zellen jeweils in
Verdinnungen zwischen 1:3 und 1:8 subkultiviert oder in nachfolgende
Experimente eingesetzt.

2.4 Arbeiten mit RNA und Transkriptionsanalyse

Da RNA sehr anfallig fur spontane oder enzymatische Hydrolyse durch
ubiquitar vorkommende RNasen ist, wurden beim Arbeiten mit RNA besondere
Vorkehrungen getroffen. Hierzu gehdérten die Benutzung steriler gestopfter
Pipettenspitzen sowie RNase-freier Losungen. Isolierte RNA wurde in RNase-
freien H,O (Qiagen) in RNase-freien Reaktionsgefallen bei -80 °C gelagert.
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2.4.1 Isolation von RNA aus Zellkulturen

Zunachst wurden die Zellen wie bereits unter 2.3.1 beschrieben trypsiniert und
bei 300 x g fir 5 min abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands konnten
die Zellen entweder direkt in die RNA-Isolation eingesetzt oder zur spateren
Isolation mit RNAlater (Qiagen) Uberschichtet und bei 4°C oder -20°C gelagert
werden.

Zur lIsolation von RNA aus Zellen wurde das RNeasy Mini Kit von Qiagen
verwendet. Die Zellzahl pro Ansatz betrug hierbei nicht mehr als 1x10” Zellen.
Nach der Zentrifugation wurden die Zellen in 350 yl RLT Puffer, der zuvor mit
10 pl B-Mercaptoethanol pro ml Puffer versehen wurde, suspendiert und
gemischt. Sollte sich das Pellet nicht richtig geldst haben, wurde zusatzlich mit
einer Spritze und einer sehr diunnen Kanule durch mehrfaches Auf- und
Abziehen homogenisiert. Das homogenisierte Lysat wurde anschlielend mit
350 pl 70% Ethanol versetzt und nach Durchmischung auf eine RNeasy Spin
Saule transferiert. Es folgten mehrere Zentrifugations- und Waschschritte nach
Herstellerangaben und eine Elution der RNA mit 30 pl RNase-freiem H,O.

Anschlieend wurde die Konzentration spektralphotometrisch bestimmt (2.2.8).

2.4.2 Herstellung von cDNA (Erststrangsynthese)

Die sensitive Methode der PCR lasst sich nicht nur auf DNA-Templates
anwenden, sondern kann auch zur indirekten Vervielfaltigung von RNA-
Molekilen genutzt werden. Somit lasst sich beispielsweise die
Transkriptionsrate verschiedener RNAs in unterschiedlichen Geweben
untersuchen. Voraussetzung fur eine solche Untersuchung ist das Umschreiben
von RNA in komplementare DNA (cDNA) mittels viraler reverser Transkriptase
(RT).

Zur Synthese von cDNA aus einem RNA-Template wurde eine genetisch
modifizierte Reverse  Transkriptase (RevertAid™ M-MuLV  Reverse
Transcriptase, MBI Fermentas) verwendet, die sich von der nativen RT aus
dem Moloney Murine Leukemia Virus in der Struktur und katalytischen
Eigenschaften unterscheidet. Das Enzym besitzt eine RNA- und DNA-
abhangige Polymeraseaktivitat und eine geringe RNaseH-Aktivitat, die zum
spezifischen Abbau von RNA in RNA-DNA-Hybriden fuhrt.
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Als weiterer Bestandteil in der cDNA-Synthese wurde der rekombinante
RiboLock™ RNase Inhibitor (Fermentas) eingesetzt, der das RNA-Template vor
Degradation schutzt.

Zur Amplifikation des Templates wurde ein Gemisch aus Oligo(dT)s- und
Random-Hexamer-Primern verwendet. Der Oligo(dT)s-Primer bindet selektiv
an den Poly(A)-Schwanz der mRNA. Der Random-Hexamer-Primer hingegen
bendtigt keinen solchen Uberhang und kann somit auch zur Transkription von
5’-Endregionen der mRNA oder der cDNA-Synthese von RNA ohne Poly(A)-
Schwanz (z.B. mature microRNAs) verwendet werden. Da in dieser Arbeit
teilweise unbekannt war, welche mRNA-Transkripte von dem Zielgen gebildet
werden, wurde stets ein Oligo(dT)s/Random-Hexamer-Gemisch eingesetzt.

Reaktionsansatz zur cDNA-Synthese (20 pl Gesamtvolumen):

10ng—-5pug Total-RNA
0,5 pl  Oligo(dT)4g-Primer (100 pmol / pl)
2yl Random-Hexamer-Primer (100 pmol / pl)
Auf 12,5 pl mit H,O auffillen,
Inkubation flr 5 min bei 70°C, danach 2 min auf Eis.
Zugabe von:
4yl 5x Reaktionspuffer (MBI Fermentas)
2yl dNTP-Mix (je 10 mM)
0,5ul  RiboLock™ RNase Inhibitor (40 U / ul; MBI Fermentas)
Inkubation flr 5 min bei 37°C.
Zugabe von:
1l RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase (200 U / ul; MBI Fermentas)

Inkubation fir 90 min bei 42°C. AnschlieRend kann die cDNA direkt in eine PCR

eingesetzt oder bei -20°C gelagert werden.
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2.4.3 Quantifizierung von Transkripten mittels Echtzeit-PCR

Die unterschiedliche Expression von mRNAs in humanen Zelllinien und
Geweben kann mit der quantitativen Real-Time Polymerase-Kettenreaktion
(qQRT-PCR) analysiert werden. Die qRT-PCR ist eine Weiterentwicklung der
konventionellen PCR (SAIKI et al., 1985). Diese Technik ist eine Analyse der
DNA-Amplifikation in Echtzeit durch die Messung von fluoreszierenden Markern
(Abbildung 2-2).
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Abbildung 2-2: Prinzip des SybrGreen-Assays (A) und der TagMan-PCR (B). Die Tag-
Polymerase ist durch eine violette Ellipse symbolisiert, gebundene Oligonukleotidprimer durch
blaue Rechtecke, eingebautes SybrGreen durch grine Ellipsen. Weitere Erklarungen sind im
Text.zu finden.

Ein grol3er Vorteil der qRT-PCR liegt neben der PCR-eigenen Sensitivitat, dem
hohen Mall an Selektivitdt und Reproduzierbarkeit auch in der linearen
Konzentrationsabhangigkeit wahrend der Amplifikation, wobei letztere
besonders fur die Analyse der mRNA-Expression nach siRNA-Silencing in den
Zelllinien in dieser Arbeit von entscheidender Bedeutung war.

Die Real-Time-Technologie basiert auf einem 5'-Nuklease-Assay (HOLLAND et
al., 1991), bei dem man unter Ausnutzung der 5°-3'- Exonukleaseaktivitat der
Taqg-Polymerase eine sequenzspezifische Amplifikation nachweisen kann.
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Die einfachste Moglichkeit zur Quantifizierung der Genexpression ist der so
genannte SybrGreen-Assay, bei dem der DNA-Farbstoff SybrGreen verwendet
wird, der mit dsDNA interkaliert und zu einem Anstieg der Fluoreszenz dieses
Farbstoffs in Korrelation mit dem Anstieg der Ziel-DNA fuhrt (Abbildung 2-2 A).
Ein Nachteil dieser Methode ist allerdings die geringe Spezifitat, da zwischen
verschiedenen PCR-Produkten nicht differenziert werden kann. Mit einer
Schmelzkurvenanalyse, die auf den unterschiedlichen Schmelzpunkten in
Abhangigkeit der Fragmentlangen beruht, kann jedoch die Spezifitat bestimmt
und beispielsweise Primerdimere von ,echten* PCR-Produkten unterschieden
werden.

Eine weitere gangige Methode zur Bestimmung der Genexpression mit der
gRT-PCR basiert auf der Ausnutzung des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfers (FRET, CARDULLO et al, 1988). Dabei wird zusatzlich zum
spezifischen Primerpaar einer Standard-PCR eine fluorogene Sonde
eingesetzt, welche genau wie diese spezifisch an die zu amplifizierende DNA-
Zielsequenz hybridisiert (Abbildung 2-2 B). Die Sonde besteht aus einem 24-30
bp langem Oligonukleotid, dessen 5°-Ende mit einem Reporterfarbstoff (6'-
FAM) verknupft ist, wahrend das 3’-Ende mit einem so genannten Quencher-
Farbstoff (TAMRA) versehen ist. Zudem ist das 3’-Ende durch einen
Phosphatrest blockiert, damit die sequenzspezifische Sonde nicht auch durch
die Polymerase verlangert werden und somit als dritter Primer fungieren konnte.
Solange die Sonde intakt ist, findet ein Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
(FRET) statt. Die normalerweise nach Anregung (Wellenlange A=488 nm) als
Licht emittierte Energie des Reporterfarbstoffs wird auf den Quencher
ubertragen, so dass nach aullen nur sehr geringe Lichtsignale messbar
werden. Die Absorption der Energie durch den Quencher ist nur maoglich,
solange sich Reporter-Markierung und Quencher in unmittelbarer raumlicher
Nahe zueinander befinden, wie es bei intakten Sondenmolekilen gegeben ist.
Wird die Oligonukleotidsonde durch die 5°-3"-Exonukleaseaktivitat der Tag-
Polymerase wahrend der Elongationsphase einer PCR-Reaktion hydrolysiert,
so entfernen sich die beiden Farbstoffe voneinander und die emittierte Energie
des Reporterfarbstoffs wird als Fluoreszenzsignal (A=518 nm) messbar.
Voraussetzung far eine Hydrolyse der Sonde durch die
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5°-3’-Exonukleaseaktivitat der Taq DNA-Polymerase ist eine stabile
Hybridisierung der Sonde an die Zielsequenz. Zu diesem Zweck sollte die
Schmelztemperatur (T,,) der Sonde mindestens 8-10 °C Uber T, der
Oligonukleotidprimer liegen. Ist dies der Fall, so trifft die Tag-Polymerase
wahrend der Extensionsphase auf die Sonde und beginnt, diese zu verdrangen.
Die dabei entstehende Y-formige Sekundarstruktur, in der die ersten Basen der
Sonde bereits verdrangt wurden, induziert die 5°-3’-Exonukleaseaktivitat der
Tag-Polymerase, und die Sonde wird hydrolysiert. Eine nur schwach an die
Matrize gebundene Sonde, wie z.B. bei einer Fehlpaarung in einer
abweichenden Sequenz eines Allels, wirde von der Polymerase so schnell
verdrangt werden, dass keine Hydrolyse stattfinden kdnnte.

Zu Beginn der exponentiellen Phase der Amplifikation, in der das
Fluoreszenzsignal den linearen Bereich der PCR-Reaktion und den
Schwellenwert erreicht, verdoppelt sich die Anzahl nicht gequenchter
Reportermolekile mit jedem Zyklus. Da die Amplifikation in der exponentiellen
Phase im Gegensatz zur Endpunktbestimmung keinem limitierenden Faktor
unterliegt, ist die Methode gut reproduzierbar. Durch die Abhangigkeit eines
messbaren Fluoreszenzsignals von der Hybridisierung zweier bzw. dreier
verschiedener Oligonukleotide (zwei Standardprimer und eventuell die Sonde)
ist die gqRT-PCR ein hochspezifischer Assay. Die bendtigten Primer wurden mit
der Primer Express 3.0 Software (Applied Biosystems) entworfen und von
Sigma Genosys bezogen.

Zur Messung der Expressionsanderung auf mRNA-Ebene erfolgte zunachst
eine cDNA-Synthese wie unter 2.4.2 beschrieben. Diese wurde dann als
Template fur die qRT-PCR genutzt. Alle Proben wurden in Duplika gemessen.
Das Gesamtvolumen jedes Ansatzes betrug 25 ul. Der inerte Farbstoff Rox
wurde als Referenzpuffer eingesetzt, um minimale Variationen im
Gesamtvolumen des Ansatzes aufgrund von Pipettierungenauigkeiten zu
korrigieren. Die Quantifizierungen erfolgten fast ausschliellich mit einem
SybrGreen-Assay.

Die gqRT-PCR wurde in optischen 96-well-Platten oder optischen Tubes
(MicroAmp, Applied Biosystems) vorgenommen. Ein Reaktionsansatz bestand
standardmafig aus 1 x Immomix, 0,25 x Rox, 1 x SybrGreen (alles Bioline), 10
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pmol Vorwarts-Primer, 10 pmol Revers-Primer und 1 pyl cDNA (10-50 ng RNA-
Aquivalentmenge). Um das Gesamtvolumen von 25 pl zu erhalten, wurde mit
RNase-freien Wasser (Qiagen) auf dieses Volumen aufgefiillt.

Die gqRT-PCR wurde bei folgendem Temperaturprofil durchgefuhrt: Aktivierung
der Tag-Polymerase bei 96°C fur 10 min. Die Denaturierung der dsDNA bei
96°C fur 15 sec und die Anlagerung (Annealing) der Primer sowie die
Elongation des DNA-Stranges bei 60°C fur 1 min wurde in 40 Zyklen wiederholt.
Die Veranderungen der Fluoreszenzintensitaten wahrend der qRT-PCR wurden
mit Hilfe des ABI 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
gemessen. Die Anregung erfolgte bei 488 nm durch eine Halogenlampe und die
Fluoreszenzmessung durch eine CCD-Kamera bei jedem Zyklus wahrend der
Elongationsphase. Die Formeln zur Berechnung der Expression finden sich im
Abschnitt 2.5.2 (Gleichung 2).

Die in der gqRT-PCR unter Verwendung des SybrGreen-Assays entstehenden
Produkte wurden Uber Gelelektrophorese und Sequenzierung darauf analysiert,
ob es sich bei dem Amplifikat um ein spezifisches PCR-Produkt handelte. Die
Verwendung von Wasser anstelle von cDNA ermdglichte die Kontrolle auf
mogliche Kontaminationen der genutzten Reagenzien. Als endogene
Amplifikationskontrolle zum Abgleich der eingesetzten cDNA-Menge und
Normalisierung diente in den Messungen das an der Glykolyse beteiligte und
somit essentielle Gen der Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase
(GAPDH).

244 5-RACE-PCR

Die SMART Technologie (Switching Mechanism at 5-End of RNA Template;
Abbildung 2-3) der Firma Clontech bietet die Maoglichkeit der Amplifikation
Voller-Ldnge cDNAs in reversen Transkriptionsreaktionen (Zhu et al., 2001).
Dies wird mdglich durch den Gebrauch eines speziellen Primers, dem so
genannten SMART Oligo, und einer reversen Transkriptase, die eine Variante
der RT des Moloney Murine Leukemia Virus (M-MuLV) ist. Die M-MuLV RT
bietet hierbei zwei spezifische Besonderheiten, die bei der SMART Technologie
ausgenutzt werden. Zum Einen ermoglicht sie die Addition von nicht zum
Template komplementaren Nukleotiden am 3’-Ende des neusynthetisierten
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cDNA-Strangs nach Erreichen des 5- Endes des mRNA Templates (terminale
Transferase-Aktivitat). Zum Anderen besitzt die reverse Transkriptase die
Fahigkeit, auf ein zweites Template zu wechseln.

Poly A+ RNA
R N N N N N N L N NP pO|yA'3
Ap—
Oligo (dT) Primer
Erststrang-Synthese gekoppelt

mit der Schaffung eines (dC)-
UberhanasdurchdieRT

I CCg I ’ Synthese
o BD Smart Il A Wechseldes Templates und
G oligonucleotide Verlangerunddurch die RT

o
5 GGG oA S S oo~ POIYA
EEcce |

—

—— A——
Universal Primer Mix Genspezifischer Primer 1

Amplifikation tiber Nested PCR

Emcce (
= | 5-RACE
— — PCR

Nested Universal Primer A Genspezifischer Primer 2

(nested) (neS’[ed )

Abbildung 2-3: Das Prinzip der SMART-Technologie. Erklarungen siehe Text.

Zunachst wird die cDNA Synthese durch einen modifizierten Oligo(dT)-Primer
eingeleitet, der eine zusatzliche Erkennungssequenz am 3’-Ende enthalt.
Sobald die M-MuLV RT das 5’-Ende der mRNA erreicht hat, sorgt die terminale
Transferase-Aktivitat fur ein Anfigen von drei bis funf zusatzliche Nukleotide,
die vornehmlich Desoxycytidine (dC) sind, an den neu synthetisierten cDNA-
Strang. Daraufhin kann sich das SMART-Oligo, welches ein Abschnitt von
mehreren Guaninen am 3’-Ende besitzt, mit dem verlangerten dC-reichen
Schwanz der cDNA paaren. Aufgrund der Eigenschaft der RT zum Wechsel des
Templates kommt es daraufhin zu Amplifikation vom SMART-Oligo aus, so
dass eine komplette cDNA Kopie der originalen RNA mit einer zusatzlichen
SMART-Sequenz am Ende entsteht. Da die dC-Anhangsaktivitat der RT die
hochste Effizienz besitzt, wenn das Enzym das Ende des RNA-Templates
erreicht hat, wird die zusatzliche SMART Sequenz typischerweise nur
angehangt, um die Primarstrang-cDNA zu komplettieren. Die so entstandene
cDNA kann daraufhin direkt in eine PCR (in diesem Fall: RACE (rapid
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amplification of cDNA ends)) eingesetzt werden, ohne dass eine
Sekundarstrang-Synthese oder Adaptorligation erforderlich ist. Bei einer RACE-
PCR wird ein kurzer, bekannter Sequenzabschnitt einer cDNA genutzt, um
deren Nukleotidsequenz in 5°- wie auch in 3’- Richtung zu vervollstandigen
(FROHAN et al., 1988).

Fir die folgende 5-RACE cDNA-Amplifikation ist im Gegensatz zur
herkdbmmlichen PCR nur ein genspezifischer Primer nétig, da der zweite Primer
auf dem wahrend der cDNA Synthese entstehenden Uberhang basiert. Zudem
wurde eine Nested PCR durchgefihrt, d.h. das PCR-Produkt einer ersten PCR
dient als Template fur eine zweite Amplifikation mit anderen Primern. Das
zweite Primerpaar liegt dabei zwischen dem ersten. So werden ,falsche”
Amplifikationsprodukte der ersten Amplifikationsrunde nicht weiter amplifiziert
und es ist moglich, selbst extrem geringe Templatemengen nachzuweisen.

Als Template diente RNA, die zuvor aus den Melanomzelllinien SK-Mel28 und
A-375 sowie aus der Melanozytenzelllinie NHEM isoliert wurde. Fir die PCR
wurden Primer entworfen, die spezifisch den LTR-Bereich der HERV-K (HML-6)
Gruppe amplifizieren. Genaue Informationen zum Design finden sich im
Ergebnisteil unter 3.1.2.

Reaktionsansatz zur First strand cDNA-Synthese (10 pl):
50ng—1pug Total-RNA

1yl 5-CDS Primer (12 pmol)

1yl SMART Il A Oligo (12 pmol)
Auf 5 pl mit H,O auffiillen, gut mischen und kurz zentrifugieren.
Inkubation fiir 2 min bei 70°C, danach 2 min auf Eis.

Anschlie3end erneut zentrifugieren

Zugabe von (20 ul Gesamtvolumen):
2yl 5x First-Strand Puffer
1ul DTT (20 mM)
1yl dNTP-Mix (10 mM each)

1yl M-MuLV Reverse Transkriptase (Clontech)
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Inkubation fur 1,5 h bei 42°C im Cycler, dann Zugabe von Tricine-EDTA-Puffer
(20 pl bei <200ng, 100 pl bei >200 ng Total-RNA als Template).

Inkubation fur 7 min bei 72°C;

AnschlieRend konnen die Proben direkt weiter verwendet oder bei -20°C

gelagert werden.

Reaktionsansatz zur Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) (50 ul):

AuBBere PCR
16,3 l

5ul
15
4 ul
1 ul
0,2 pl
5ul
1 ul
2,5 ul

Innere PCR
17,8 ul

5ul
15 ul
4 ul
1 ul
0,2 pl
5l
1 ul

1 ul

H,O

Puffer (Epicentre)

Enhancer (Epicentre)

MgCl, (25 mM)

dNTP-Mix (je 10 mM)

MasterAmp Polymerase (Epicentre)

10x Universal Primer Mix (UPM, Clontech)
Genspezifischer Primer aulRen (10 pmol / pl)

Template aus cDNA-Synthese

H,O

Puffer (Epicentre)

Enhancer (Epicentre)

MgCl, (25 mM)

dNTP-Mix (je 10 mM)

MasterAmp Polymerase (Epicentre)

Nested Universal Primer A (10pmol / ul, Clontech)
Genspezifischer Primer innen (10 pmol / pl)

Template aus aufderer PCR (1:40 verdiinnt)
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Temperaturprofil fir die dufere und innere PCR:

95°C 5 min

95°C 1 min

x°C 90 sec 35 Zyklen
68°C 90 sec

x °C war abhangig von den verwendeten LTR-spezifischen Primern (Tabelle
2-10). Die PCR wurde jeweils im MyCycler (Biorad) durchgeflhrt.

Tabelle 2-10: Annealingtemperatur der LTR-spezifischen Primer

Primer-Name Bemerkungen Annealingtemperatur
U3_218A-rev Wurden im Verhaltnis 62°C
U3_218B-rev 1:1 eingesetzt AuRere PCR
U5 459-for 58°C
U3_66-rev

55°C Innere PCR
U5 297-for

2.5 Der Einfluss von RNA-Interferenz auf

Melanomzellen

2.5.1 Transfektion und Transduktion von Melanomzellen

Fiar die RNAi-Experimente verschiedene siRNAs und shRNAs gegen HERV-K-
MEL und Bcl2 verwendet. Um bei siRNA-Silencing unspezifische Effekte wie
den Einfluss auf andere Gene weitestgehend auszuschlielen, wurde
Designsoftware (Eurofins MWG Operon sowie Integrated DNA Technologies)
verwendet. Die von der Software empfohlenen siRNAs sollten laut Anbieter zu
einem optimalen Silencing von HERV-K-MEL fuhren. Sie wurden zunachst in
der NCBI-Datenbank analysiert, um die Spezifitat zu prifen. Zusatzlich wurden
mehrere siRNAs entworfen, die Uber das von SCHIAVETTI (2002) propagierte
env-Transkript verteilt binden (Abbildung 2-4).

Neben den gegen HERV-K-MEL gerichteten siRNAs wurden drei siRNAs gegen

Bcl2 verwendet, die von der Firma Ambion entworfen und bezogen wurden.
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LTR Splice LTR

6 4 2 3 1 5

Abbildung 2-4: Lage der siRNAs gegen HERV-K-MEL auf dem von SCHIAVETTI (2002)
propagiertem env-Transkript.

Desweiteren wurden so genannte Scrambled-siRNAs benutzt, die in der
Nukleotidzusammensetzung mit den jeweiligen HERV-K-MEL-siRNAs
ubereinstimmen, durch eine abweichende Nukleotidfolge aber weder an das
Zielgen noch an ein anderes Gen binden konnen. Dies wurde ebenfalls durch
einen Blast in der NCBI-Datenbank gepruft. Fur die anfanglichen
Titrationsversuche wurde aullerdem eine Cy3-markierte siRNA gegen GAPDH
verwendet, die eine mikroskopische und durchflusszytometrische Auswertung
der Transfektionseffizienz erlaubte.

Tabelle 2-11: Verwendete siRNAs unter Angabe der Sequenz

siRNA Sequenz (5> 3’) Anbieter
Sense Antisense

Bcl2 #1 GGAUUGUGGCCUUCUUUGAtt UCAAAGAAGGCCACAAUCCtc Ambion
ID#42815

Bcl2 #2 GAUAGUGAUGAAGUACAUCtt GAUGUACUUCAUCACUAUCtc Ambion
ID#214532

Bcl2 #3 AGUACAUCCAUUAUAAGCUtt AGCUUAUAAUGGAUGUACUtc Ambion
ID#214532

HERV-K- ACAGAAGUGGCAAUGUUAAtt UUAACAUUGCCACUUCUGUtt MWG

MEL #1 Biotech AG

HERV-K- UGAAGACCGACGAGAGUCAtt UGACUCUCGUCGGUCUUCAtt MWG

MEL #2 Biotech AG

HERV-K- UAGUAAUAGUGCUCAAUACtt GUAUUGAGCACUAUUACUAtt MWG

MEL #3 Biotech AG

HERV-K- ACUGACCAGAUGAAUGAGAtt UCUCAUUCAUCUGGUCAGUtt MWG

MEL #4 Biotech AG

HERV-K- CACCAACCAGCAAUUGAGAtt UCUCAAUUGCUGGUUGGUGtt MWG

MEL #5 Biotech AG

(21mer)

HERV-K- CUGACAGCCACAAGUGGCAtt UGCCACUUGUGGCUGUCAGtt MWG

MEL #6 Biotech AG

(21mer)
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HERV-K- 5Phos/CACCAACCAGCAAUUG UUCAGCUCUCAAUUGCUGGU Integrated
MEL #5 AGAGCUGAA UGGUGUU DNA
(27mer) Technologies
HERV-K- 5Phos/CUGACAGCCACAAGU UUCAGGUGCCACUUGUGGC  Integrated
MEL #6 GGCACCUGAA UGUCAGUU DNA
(27mer) Technologies
Scrambled AACGACUAUAGGAAGCUAGtt CUAGCUUCCUAUAGUCGUUtt MWG

3a Biotech AG
Scrambled AAUUGCGAAUCGUACUUAAtt UUAAGUACGAUUCGCAAUUtt MWG

3b Biotech AG
Scrambled AUAUAGUAUCUAACGUGCAtt UGCACGUUAGAUACUAUAUt MWG

3c Biotech AG
Scrambled CCACAUAGCGCAACAUAAGH CUUAUGUUGCGCUAUGUGGtt MWG

5a Biotech AG
Scrambled CCACUGAAACCGACAAUAGtt CUAUUGUCGGUUUCAGUGGtt MWG

5b Biotech AG
Cy3-labeled Keine genaue Angabe vom Anbieter! Ambion
GAPDH (AM4623)
siRNA

Die RNA-Interferenz mit shRNA wurde mit adenoviralen Vektoren der Firma

Sirion durchgefuhrt. Das Design der shRNAs oblag hierbei dem Hersteller

(Tabelle 2-12). Die Herstellung der Viren ist unter 2.5.1.2 beschrieben.

Tabelle 2-12: Verwendete Adeno-shRNA-Viren mit Zielsequenz

A OVES Zielsequenz Zielgen
Ad-PL KEINE KEINS
Ad-sh-Bcl2-536 GTGATGAAGTACATCCATTAT
Bcl-2
Ad-sh-Bcl2-544 GTACATCCATTATAAGCTGTT
Ad-sh-HERV-K-
CCAATTATGTGAGCCTGTGAT
MEL-767
HERV-K-MEL
Ad-sh-HERV-K-
CGAGAGTCACACTGACGTCAA
MEL-1204

Fur die RNAi-Experimente wurden diverse Transfektionsmethoden benutzt.

Nachfolgend werden die einzelnen Methoden beschrieben. Eine Analyse der

Genregulation wurde standardmafig 48 h nach Transfektion bzw. Transduktion

durchgefuhrt.
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2.5.1.1 siRNA-Transfektion von Melanomzellen mit Transfektionsagenzien

In dieser Arbeit wurden verschiedene liposomen-basierte
Transfektionsagenzien zur Optimierung der Transfektionseffizienz genutzt. Die
einzelnen Transfektionen wurden in unterschiedlichen Zellkultur-Formaten
durchgefiihrt. Zur vereinfachten Ubersicht beziehen sich die Angaben jeweils
auf Transfektionen im 6-Well-Platten-Mal3stab.

Tabelle 2-13: Verwendete siRNA-Transfektionsagenzien

Transfektionsagenz Hersteller Kat.-Nr.
HiPerFect Qiagen 301702

Xtreme Gene siRNA Roche 04 476 093 001
Nanofectin siRNA PAA Q0002-007

Transfektion von Melanomzellen mit HiPerFect (Qiagen)

Bei der Verwendung dieses Agenz wurden die zu transfizierenden Zellen
unmittelbar vor der Transfektion ausgesat. Dabei wurden die Zellen zunachst
trypsiniert und zentrifugiert. Nach der Suspension des Zellpellets in
Zellkulturmedium wurden 4 x 10° Zellen pro Vertiefung einer 6-Well-Platte
verwendet. Die so vorbereiteten Zellen wurden daraufhin bis zur Transfektion
im Inkubator aufbewahrt. Fur die Transfektion wurden in einem Reaktionsgefal®
100 pl OptiMEM mit 0,12 pl siRNA (100 uM) versetzt. Dann wurden 12 ul des
Transfektionsagenz zur siRNA-Losung gegeben und durch vorsichtiges
Pipettieren  vermischt. Nach einer Inkubation von 5-10 min wurde das
Transfektionsgemisch tropfchenweise zu den Zellen gegeben. Anschliel3end
wurden die Zellen bis zur Analyse bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Transfektion von Melanomzellen mit X-tremeGENE siRNA (Roche)

Am Vortag der Transfektion wurden 2 x 10° Zellen pro Vertiefung in einer 6-
Well-Platte ausgesat. Fir die Transfektion wurde zunachst in einem
Reaktionsgefalt OptiMEM vorgelegt und mit 10 pl Transfektionsreagenz
versetzt. In einem zweiten Reaktionsgefal® wurden 100 pyl OptiMEM mit 1-2 ul
der zu verwendenden siRNA gemischt. Die beiden Ansatze wurden daraufhin
durch vorsichtiges Pipettieren vereinigt. Nach einer Inkubationszeit von 15-20
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min bei Raumtemperatur wurde das Transfektionsgemisch zu den vorbereiteten
Zellen gegeben. Die Zellen wurden bis zur Analyse bei 37°C und 5% CO;
inkubiert.

Transfektion von Melanomzellen mit Nanofectin siRNA (PAA)

24 h vor Transfektion wurden 2 x 10° Zellen pro Vertiefung in 6-Well-Platten
ausgesat, so dass die Zellen zum Zeitpunkt der Transfektion eine Konfluenz
von etwa 50% aufwiesen. Am Tag der Transfektion wurde jeweils in einem
Reaktionsgefall 200 pyl OptiMEM mit 20 pl Agenz, in einem zweiten 120 pl
OptiIMEM mit 1-2 pl siRNA (100 pM) gemischt. AnschlieBend wurden diese
beiden Ansatze vereinigt und nach einer Inkubationszeit von 15 — 20 min zu
den am Vortag ausgesaten Zellen gegeben. AnschlieBend wurden die Zellen
bis zur Analyse bei 37°C und 5% CO; inkubiert.

Tabelle 2-14: Ubersicht der Bedingungen fiir die liposomen-basierte Transfektion

Anzahl Zell- siRNA (ul eines siRNA- Agenz (pl)
Zellen / aussaat 100 uM-Stocks) Menge
(n9)
HiPerFect direkt
XtremeGene 2x10° Vortag 1,6 2 10
siRNA
Nanofectin siRNA  2x10° Vortag 1,6 2 10

2.5.1.2 Transduktion von Melanomzellen mit adenoviralen shRNA-
Vektoren

Zusatzlich zur Verwendung von siRNAs wurden adenovirale Vektoren durch die
Firma Sirion hergestellt, die zu einem gezielten Knockdown des zu
untersuchenden Gens Uber shRNAs (short-hairpin RNAS) fuhren sollen. Dazu
wurden verschiedene doppelstrangige sh-Oligonukleotidkassetten in ein
Plasmid (Plasmid A) vor den humanen U6-Promotor kloniert. Der U6-shRNA-
Bereich aus dem Plasmid A wurde anschlieRend durch Rekombination in das
Genom eines deletierten, replikationsdefizienten Ad5-Vektor transferiert, der in
einem zweiten Plasmid (im Folgenden mit B bezeichnet) enthalten ist. Mit dem
durch Restriktion von Plasmid B mit Pacl freigesetzten rekombinanten viralen
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Genom wurden HEK293 Produktionszellen transfiziert und intakte infektiose
Virenpartikel hergestellt. Die Viren wurden anschliefend chromatographisch
aufgereinigt (ViraBind Adenovirus Purification Kit, Cell Biolabs Inc.) und titriert.
Zur Titerbestimmung wurde das virale Hexonprotein in infizierten HEK293
Zellen immunologisch nachgewiesen.

Zur Transduktion der Melanomzelllinien SK-Mel-28 und A-375 wurden am
Vorabend der Transduktion pro Vertiefung einer 6-Well-Platte 1 x 10° Zellen
ausgesat. Am nachsten Morgen hatten die Zellen eine Konfluenz von etwa 30-
50% erreicht und wurden mit unterschiedlichen MOls (Multiplicity Of Infection)
transduziert. Der Hersteller empfahl wurde eine MOI von 40, was bedeutet,
dass bei 1 x 10° ausgeséaten Zellen 4 x 10° infektidse Einheiten verwendet
werden sollten. Die entsprechende Anzahl an Viren wurde zu den Zellen
gegeben und anschlielend bei 37°C und 5% CO, fur 24 h im Brutschrank
inkubiert. Zudem wurde ein promotorloser Kontrollvektor (Ad-PL) verwendet.
Als weitere Negativkontrolle dienten nicht transduzierte Zellen.

Nach 24 h wurde das Medium abgesaugt, die Zellen dreimal mit vorgewarmten
PBS gewaschen und frisches Zellkulturmedium zugegeben. Danach wurden die
Zellen fUr weitere 24 h inkubiert und wie unter 2.3.1 angegeben trypsiniert. Im
Anschluss wurde RNA isoliert und eine Genexpressionsanalyse wie
nachfolgend beschrieben vorgenommen.

2.5.2 Analyse der Genregulation durch quantitative Real-Time
PCR

Zur Analyse der Genregulation unter RNA-Interferenz wurde aus den Zellen
zunachst RNA isoliert (2.4.1). AnschlieRend wurde cDNA synthetisiert (2.4.2).
Im Anschluss wurde die veranderte Genexpression mit Hilfe einer relativen
Quantifizierung Uber gRT-PCR gemessen (2.4.3). Die Berechnungen der
Effekte auf das Zielgen wurden wie unter Gleichung 2 beschrieben
vorgenommen. Zusatzlich zu den Expressionsmessungen des Zielgens wurden
Messungen der GAPDH-Expression zur Normalisierung sowie weiterer,
moglicherweise beeinflusster Gene durchgeflihrt. Die exakte Vorgehensweise

findet sich bei den jeweiligen Experimenten vermerkt.
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Berechnung der Genexpression nach siRNA-Silencing

Zur Bestimmung der verbleibenden Genexpression (% Expression) und der
Regulation (% Silencing) nach siRNA-Silencing in Zellen wurde zunachst RNA
isoliert und cDNA synthetisiert. In der anschlieRenden gRT-PCR wurden die
Effekte der siRNA auf das Zielgen gemessen. Dazu wurde eine endogene
Kontrolle (z.B. GAPDH) verwendet und der normalisierte Expressionswert (ACr)
fur das Zielgen in der experimentellen Probe mit dem entsprechenden AC+ flr
die mit einer Kontroll-siRNA transfizierte Probe (Scrambled) verglichen. Die
ACt- und AACt-Werte wurden unter Zuhilfenahme der AACt-Methode
berechnet (Gleichung 2; WINER et al., 1999).

AC+t (Probe) = [Ct (Zielgen) - Ct (endogene Kontrolle)]

AC+ (Scrambled) = [C+ (Zielgen) - Ct (endogene Kontrolle)]
AAC+ = AC+ (Probe) - ACt (Scramble)

% Expression = 27 %CT

% Silencing = 100 - % Expression

Gleichung 2: Berechnung des Gensilencings und der verbleibenden Expression.

2.5.3 Bestimmung des Zellindex liber Impedanzveranderungen

Analog zum Ohmschen Gesetz, wonach der elektrische Widerstand der
Quotient aus  Gleichspannung und  Gleichstrom ist, ist der
Wechselstromwiderstand (Impedanz) der Quotient aus der komplexen,
zeitabhangigen Wechselspannung u(t) und des komplexen, zeitabhangigen

Wechselstroms i(t).

ul(t
7 ult)
i(t)
Sie ergibt sich jedoch nicht als Quotient aus der reellen zeitabhangigen
Wechselspannung u(t) und des reellen zeitabhangigen Wechselstroms i(t).

Der Betrag der komplexen Impedanz ist der Scheinwiderstand Z:

Z =\


http://de.wikipedia.org/wiki/Ohmsches_Gesetz�
http://de.wikipedia.org/wiki/Elektrischer_Widerstand�
http://de.wikipedia.org/wiki/Quotient�
http://de.wikipedia.org/wiki/Gleichspannung�
http://de.wikipedia.org/wiki/Gleichstrom�
http://de.wikipedia.org/wiki/Wechselspannung�
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Das Xcelligence System von Roche Applied Science ist ein mikroelektronisches
Biosensor-System flr zellulare Anwendungen, das eine dynamische Echtzeit-
Analyse ohne Notwendigkeit einer Markierung der Zellen erlaubt. Im Gegensatz
zu anderen Methoden, bei der es sich meist um eine Endpunktanalyse handelt,
kénnen hiermit kontinuierlich Messungen getatigt werden, die auf der Messung
der Impedanz beruhen. Dieses Verfahren wird auch als Electric Cell-Substrate
Impedance Sensing (ECIS) bezeichnet. Dabei wachsen die Zellen auf einer
flachen Goldfilm-Elektrode auf dem Boden des KulturgefalRes. Die Impedanz
der zellbedeckten Elektrode wird bei einer oder mehreren Frequenzen als
Funktion der Zeit gemessen und von der RTCA Software als Zellindex (CI)
ausgegeben. Da sich die Zellen aufgrund der isolierenden Eigenschaften ihrer
Plasmamembran wie dielektrische Partikel verhalten, nimmt die Impedanz mit
zunehmenden Bewuchs der Elektrode zu bis sich schliellich eine
kontinuierliche Zellschicht gebildet hat. Dabei hat die Zellform einen
mafgeblichen Einfluss auf die gemessene Impedanz. Kommt es zu einer
Anderung der Zellform, so @ndern sich auch die Stromwege in der Zelle und
fuhren somit zu einer entsprechenden Veranderung der Impedanz und des
Zellindex (Abbildung 2-5). Somit kann diese Methode fur eine Vielzahl von
zellbiologischen Anwendungen wie z.B. Wirkstoff- und Zytotoxizitatsscreenings
genutzt werden (XIAO et al., 2002).

Mit dem ECIS konnte Einfluss der RNA-Interferenz auf das Zellwachstum der
untersuchten Melanomzellen genauer analysiert werden. Dazu wurden die
Zellen wie unter 2.5.1.1 beschrieben ausgesat und nach optimiertem Protokoll
mit siRNA transfiziert.
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Abbildung 2-5: Schematische Darstellung der Impedanz-Messung mittels Xcelligence System
(Roche). Z bezeichnet die Impedanz, die in Ohm gemessen wird. Die Impedanz wird von der
RTCA Software gemessen und als Zellindex (Cl) ausgegeben.

Impedanz doppelterhdht

2.5.4 Durchflusszytometrie

Das Prinzip der fluoreszenzbasierten Durchflusszytometrie oder auch FACS
(fluorescence activated cell sorting) ermoglicht es, bestimmte Eigenschaften
von Zellen zu analysieren. Die Messung beruht auf der Emission von optischen
Signalen, die von Zellen ausgesandt werden, wenn sie von einem Laserstrahl
passiert werden. Die in Lésung befindlichen Zellen werden durch eine Kapillare
gesaugt und durchqueren im Sensormodul einzeln einen Laserstrahl. Daraufhin
wird durch die Zellen einen Teil des Lichts gestreut, welches mittels Detektoren
(Photomultiplier) nachgewiesen wird. Es besteht eine Korrelation zwischen der

Menge des gestreuten Lichts und der Grofke und Komplexitat der Zelle. Das
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Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter) gibt Aufschluss Uber die Gréf3e und
das Volumen der Zelle. Das Seitwartsstreulicht (SSC = Sidewards Scatter) ist
ein Mal} fur die Brechung des Lichts im rechten Winkel, die von der Granularitat
der Zelle, der GroRRe und Struktur ihres Zellkerns und der Menge der Vesikel in
einer Zelle beeinflusst wird. Mit diesen beiden Parametern lassen sich
unterschiedliche Zellen in einer Probe unterscheiden. Neben dem gestreuten
Licht ist es moglich, im Durchflusszytometer Fluoreszenzfarben (Fluorochrome)
zu messen. Man verwendet hierfur Farbstoffe, die an bestimmte Bestandteile
der Zelle binden. So kann man durch den Einsatz interkalierender Farbstoffe
aufgrund der Helligkeit bestimmen, wie viel DNA in der Zelle vorhanden ist.
Auch Antikorper, die gegen bestimmte Oberflachenproteine gerichtet und mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, kdnnen verwendet werden. Mit Hilfe von
Laser und Filter, die die Fluorochrome bei unterschiedlichen Wellenlangen
anregen und messbar machen, ist eine Unterscheidung der Zellen nach diesen
Merkmalen moglich.

Das hier verwendete Durchflusszytometer war ein LSRIl der Firma Becton
Dickinson (BD). Es wurden unterschiedliche Konjugate zur Farbung der

Melanomzellen je nach Ziel der Untersuchung benutzt.

Farbung der Melanomzellen mit Hoechst 33342 zur Untersuchung der Zahl

lebender Zellen

Das blau fluoreszierende Hoechst 33342 (Invitrogen) ist ein DNA-Farbstoff mit
einer Anregungswellenlange von 350 nm und einem Emissionsmaximum bei
461 nm. Hoechst 33342 ist zellpermeabel und interkaliert mit dsDNA. Diese
Farbung wurde benutzt, um lebende Zellen zu quantifizieren. Dazu wurden die
zu betrachtenden Zellen zunachst trypsiniert, bei 1200 rpm fur 10 min
zentrifugiert und nach dem Waschen mit PBS in 1 ml PBS aufgenommen. Dann
wurden 5 ug (=0,5 ul einer 10 mg/ml Stocklésung) Hoechst 33342 zugegeben
und die Zellen 30 min bei Raumtemperatur gefarbt. Darauf wurden sie mit 0,5%
BSA + 0,05% Na-Azid in PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation bei
1200 rpm fur 10 min wurden die Zellen mit 0,37% Formaldehyd in Isoton zur

direkten FACS-Messung fixiert. Die so gefarbten Zellen konnten anschliel3end
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im FACS mit einem 405 nm-Laser und einem 440/40 nm-Filter analysiert und

zusatzlich unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet werden.

Messung der Transfektionseffizienz gelabelter siRNAs in Melanomzellen

Zur Untersuchung der Transfektionseffizienz nach siRNA-Transfektion in den
Melanomzellen, wurde eine Cy3-markierte Kontroll-siRNA gegen GAPDH
(Ambion) verwendet. Die transfizierten Zellen wurden 48 h p.t. zunachst
trypsiniert und mit PBS gewaschen. Ohne weiteres Waschen und ohne
Fixierung wurden die Zellen danach im FACS analysiert. Die
Anregungswellenlange fur Cy3 liegt bei ca. 550 nm und das
Emissionsmaximum bei ca. 570 nm. Die Zellen wurden daher mit einem
575/26-Filter nach einer Anregung mit einem 561 nm-Laser gemessen.

Farbung der Melanomzellen mit 7-Aminoactinomycin und Annexin V zur

Untersuchung von Apoptose

Um die Haufigkeit von Apoptose in kultivierten Zellen analysieren zu kénnen,
wurden die Zellen mit 7-Aminoactinomycin (7-AAD; BD Biosciences) und
Annexin V-FITC (Clontech) gefarbt. Durch die Doppelfarbung mit 7-AAD, einem
mit dsDNA interkalierenden Farbstoff, und Annexin V, einem Calcium-
abhangigen Phospholipid-bindenden Protein, war es moglich, lebende Zellen
(7-AAD und Annexin V negativ) von frih- (7-AAD negativ, Annexin V positiv)
bzw. spatapoptotischen oder —nekrotischen Zellen (7-AAD und Annexin V
positiv) zu unterscheiden. Die Anregungswellenlange fur 7-AAD liegt bei 481
nm und das Emissionsmaximum bei 647 nm, fur Annexin V-FITC liegen diese
Werte bei 494 nm und 518 nm.

Fur diese Analyse wurden die Zellen zunachst trypsiniert und wie bei der
Hoechst 33342-Farbung beschrieben gewaschen. Fur die Doppelfarbung wurde
ein Mastermix hergestellt, der pro Probe 100 pl Annexin V-Bindepuffer (aus
dem ApoAlert Apoptosis Kit, Clontech), 2,5 yl Annexin V und 0,1 ul einer 7-
AAD-Stocklosung (4 mg/ml) enthielt. Dieser Mastermix wurde nach der
Zentrifugation zu den Zellpellets gegeben und fur 15 min im Dunkeln inkubiert.
Die Zellen wurden nach einem weiteren Waschschritt mit Bindepuffer und der
Fixierung mit 0,37% Formaldehyd in Isoton im FACS analysiert. Beide
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Farbstoffe wurden mit einem 488 nm-Laser angeregt. Die Emissionsmessung
wurde fur 7-AAD mit einem 695/40-Filter und fur Annexin V-FITC mit einem
530/30-Filter vorgenommen.



3 ERGEBNISSE

3.1 HERV-K (HML-6) Expression in Melanomzellen und

Melanozyten

Da es standig wachsende Hinweise auf eine Beteiligung von HERV-K an der
Entstehung verschiedener Erkrankungen gibt, sollte ein System entwickelt
werden, dass eine Analyse exprimierter HERVs erlaubt. Zur Etablierung der
Methode wurde zunachst die HERV-K (HML-6) Familie ausgewahlt, deren
erhdhte Expression im Zusammenhang mit dem Auftreten von malignen
Melanomen beschrieben wurde.

Mitglieder der HERV-K (HML-6) Familie, die auch als HERV-K3 bezeichnet
wird, zeichnen sich neben einer hohen Homologie in der pol-Region auch durch
groRe Ubereinstimmungen im LTR-Bereich aus. Dieser Umstand wurde zur
Analyse der exprimierten HERV-K (HML-6) Mitglieder in den Melanomzelllinien
SK-Mel-28 und A-375 sowie in den Melanozyten NHEM-M2 genutzt. Zunachst
wurde hierzu eine Datenbank erstellt, auf deren Grundlage Primer ausgewahlt
wurden, die eine HERV-K (HML-6) spezifische PCR-Amplifikation im Bereich
des LTR ermdglichen. Nach Amplifikation wurden die entstandenen PCR-
Produkte kloniert und sequenziert.

3.1.1 Das Melanozytenisolat NHEM-M2 und die
Melanomzelllinien SK-Mel-28 und A-375

Zur Untersuchung der HML-6 Expression in verschiedenen Zellen wurden die
Melanomzelllinien SK-Mel-28 und A-375 sowie als Referenz das
Melanozytenisolat NHEM-M2 genutzt.

Bei beiden verwendeten Melanomzelllinien handelt es sich um Isolate aus
Melanomen. Diese Zelllinien sind morphologisch und physiologisch sehr
unterschiedlich (Abbildung 3-1). Von der Zelllinie SK-Mel-28 ist bekannt, dass
sie HERV-K env-Transkripte bildet (BUSCHER et al., 2005), hohe Titer an virus-
ahnlichen Partikel (VLP, virus-like particles) produziert (MUSTER et al., 2003)
und die Transplantation dieser Zellen in Mause zur Induktion von Melanomen
fuhrt (SCHADENDORF et al., 1996). Die Transplantation von A-375 Zellen in
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Nacktmause fuhrt ebenfalls zur Induktion von Tumoren (KITAGAWA et al., 2005).
Eine Bildung von VLPs ist in dieser Zelllinie bisher nicht beschrieben.

Als Referenzzelllinie diente in dieser Arbeit NHEM-M2 (im Folgenden kurz
NHEM genannt). Es handelt sich hierbei um ein Melanozytenisolat aus der
Wange eines Mannes. Im Gegensatz zu Melanomzellen wachsen Melanozyten
deutlich langsamer. Sie wurden eingesetzt, da sich Melanome aus
transformierten Melanozyten entwickeln und somit als Vorlaufer der entarteten
melanomatdsen Zellen bezeichnet werden kénnen.
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Abbildung 3-1: Mikroskopische Aufnahmen der verwendeten Zelllinien. (A) SK-Mel-28 und (B)
A-375 (Melanom) sowie (C) NHEM-M2 (Melanozyten). Vergréf3erung: 400fach.

3.1.2 Erstellung einer Datenbank fur HERV-K (HML-6)

Zum Design einer LTR-spezifischen Datenbank fir HERV-K (HML-6) wurde
zunachst mit Hilfe der Retrosearch-Datenbank
(http://www.daimi.au.dk/~biopv/herv/) eine typische LTR-Sequenz (LTRS3)
dieser HERV-Familie ermittelt (Anhang 7.1.1). Die LTR3-Sequenz wurde dann
in die UCSC-Datenbank (Humane Genome Browser; http://genome.ucsc.edu/)
eingegeben und mittels Blat Search analysiert. Es ergaben sich dabei Treffer
sowohl fur vollstandige Mitglieder der HERV-K (HML-6) Familie als auch flr
einzelne (solitary) LTR3s, die uUber das gesamte humane Genom verteilt
vorliegen. Die exakten Identifikationsnummern (accession number) und
chromosomalen Positionen sind im Anhang unter 7.1.2 aufgefihrt. Der
Vergleich der Sequenzen untereinander (7.1.3) durch die Bioedit Software
zeigte, dass sich Bereiche hoher Homologie innerhalb der LTRs finden lassen.
Auf Basis der Sequenzvergleiche dieser homologen Regionen, die
hauptsachlich in den U3- und U5-Bereichen der LTRs zu finden sind, wurden
Primer erstellt, die eine spezifische Amplifikation ermoglichen. Der U3-Primer
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wurde dabei revers gewahlt, wahrend der U5-Primer in Vorwarts-Orientierung
vorlag, um eine lineare Amplifikation in Richtung der Insertionsstelle zu
gewahrleisten. Zusatzlich wurden Nested PCR Primer erstellt, um auch gering
exprimierte HERV-K Sequenzen spezifisch nachzuweisen. Die Datenbank-
Erstellung, der Sequenzvergleich und das Primer-Design wurden mit Hilfe von
Dr. Stephan Froéde durchgefuhrt.

Tabelle 3-1: LTR3-spezifische Primer fir die 5-RACE-PCR.

Primer-Name  Sequenz

U3 218A-rev CCA GAT GTT CCA GTA GAT AAC CTC AA } AuRere PCR
1:1

U3_218B-rev. = CCA GAT GTC CCA GTA GAT AAC TTC AA

us_297-for CCT TCT CCC TATCTC YTT TAC YCA AT

U3_66-rev CAT RYA GCC TYC AGT GGAATG CTG AGT TG Innere PCR

U5_459-for TGC ATT CRY CCY CCTTTG TTC AG

3.1.3 Analyse der exprimierten HERVs durch eine 5‘-RACE-
PCR

Mit den erstellten Primern wurden die in den Melanomzelllinien und
Melanozyten exprimierten HERVs der Familie HML-6 analysiert. Dazu wurde
aus den Zellen zunachst RNA isoliert und in die so genannte SMART
(Switching Mechanism at 5-End of RNA Template) wie unter 2.4.4 beschrieben
eingesetzt. Nach der cDNA-Synthese wurden 2,5 pl des Produkts in eine
aulere PCR eingebracht, von der wiederum 1 pl einer 1:40-Verduinnung als
Template fur eine innere PCR verwendet wurden. Diese PCR-Produkte wurden
zur Uberpriifung gelelektrophoretisch aufgetrennt (2.2.5). Fur das analytische
Gel der aulReren PCR wurde ein 6% TBE-PAGE und fur das praparative der
inneren PCR ein 1,5% TAE-Agarosegel verwendet. Wie in Abbildung 3-2 zu
erkennen ist, weist jede der eingesetzten Zelllinien ein spezifisches
Bandenmuster auf, welches charakteristisch fur die jeweilige Zelllinie ist und auf
die Expression unterschiedlicher HERVs hindeutet. So sind einige HERV-K

Sequenzen ausschliellich in Melanozyten hoch exprimiert. In Melanomzellen
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jedoch fehlen sie ganzlich oder werden nur schwach transkribiert (z.B.
Abbildung 3-2, Bande 4). Wiederum sind auch in den Melanomzelllinien HERV-
K Sequenzen zu sehen, die in den Melanozyten deutlich geringer exprimiert
werden (z.B. Abbildung 3-2, Bande 2). Die Banden stark exprimierter
Transkripte, die in den anderen Zelllinien nicht in dieser Intensitat auftraten,
wurden isoliert und sequenziert (Abbildung 3-2; rote Rechtecke). Zudem
wurden exemplarisch einzelne Banden analysiert, um die spezifische
Amplifikation von HERV-K (HML-6) Transkripten nachzuweisen (Abbildung 3-2;
grune Rechtecke).

(L1
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Abbildung 3-2: Gelelektrophoretische Auftrennung der Amplifikate aus der 5-RACE-PCR.
Analytisches 6% TBE-PAGE der dufReren PCR (A) und praparatives 1,5% TAE-Agarosegel der
inneren PCR (B). N: NHEM (Melanozyten); S: SK-Mel-28 (Melanom); A: A-375 (Melanom). Die
Rechtecke kennzeichnen Banden, die ausgeschnitten wurden. Rot markiert sind abundante
Banden, grin markiert Banden, die exemplarisch isoliert wurden (siehe Text).
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3.1.4 Charakterisierung von melanom- bzw. melanozyten-
spezifischen HML-6 Transkripten

Nach Exzision und Aufreinigung (2.2.6) wurden die Amplifikate kloniert und
sequenziert. Dazu wurden die DNA-Fragmente zunachst mittels Phusion-
Polymerase nachbehandelt (2.2.1). Diese Polymerase fuhrt zu stumpfen Enden
(Blunt Ends) an der amplifizierten DNA und ermdoglicht so eine Ligation in den
pJet1.2-Vektor. FlUr die Ligation wurde ein Vektor/Insert-Verhaltnis von 1:3
gewahlt (2.2.2). Nach einer TSS-Transformation (2.2.3) wurden einzelne Klone
kultiviert und eine Plasmidpraparation (2.2.4) durchgefihrt. Die Plasmide
wurden anschlieBend unter Verwendung von pJet1.2-spezifischen Primern
sequenziert (2.2.9) und mit der Bioedit Software analysiert. Nach
Sequenzvergleichen (Blast) mit den NCBI- und UCSC-Datenbanken (7.1.4)
ergaben sich die nachfolgend aufgefuhrten Ergebnisse. Da eine Analyse der
gesamten Sequenz bei einzelnen Transkripten keine Resultate erbrachte,
wurden die Sequenzen in Abschnitte unterteilt und mit den angegebenen

offentlichen Datenbanken verglichen.

U3-spezifische Amplifikation:

Bande 1: U3-NHEM (~210 bp im praparativen Gel)

SETE] FEEEY BEFEE] FEPEY EEEERY PEFEY EEEREY PEPEY REEERY PREEY EEERE EEREY BEPE] FEEEY BEPEE] PEREY IR
TCCCTTTGGC CTTTTTGGCT CCCAACATCC CGCGTACTCT GCGTTGATAC CACTGCTCGC GTACTCTGCG TTGATACCAC TGCT

Der Sequenzvergleich des 1. Abschnitts (Nkt. 1-30) ergab eine
Ubereinstimmung mit mehreren LTR3-Fragmenten auf verschiedenen
Chromosomen. Die groRte Ahnlichkeit ergab sich mit einem LTR3 auf
Chromosom 20 (gelb hinterlegt, ref[NT_011387.8|Hs20_11544), das lediglich im
letzten Nukleotid von der Sequenz abweicht.

Bei dem Abschnitt 2 (grau) handelt es sich um ein repetitives Element, das
ebenso in gleicher Abfolge im 3. Abschnitt (blau) zu finden ist. Die Expression
der gesamten Nukleotidfolge wurde in der EST-Datenbank in Zusammenhang
mit malignen Melanomen beschrieben (DEICHMANN et al.; AJ293392.1). Dabei

wiederholt sich die repetitive Sequenz mehrfach. Zudem wurde eine sehr


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_011387.8%7CHs20_11544&gi=27501067&term=27501067%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=1902HAMH014&QUERY_NUMBER=1&log$=nuclalign�
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ahnliche Sequenzfolge nach Amplifikation aus humaner cDNA mittels 5*-RACE-
PCR durch TRINKLEIN und Kollegen (2007) verdffentlicht (gb|EL585123.1]).

Eine chromosomale Zuordnung des Transkripts anhand der sequenzierten
Nukleotidfolge war nicht moglich, da der 1. Abschnitt zu mehreren LTRS3-
Elementen homolog, der 2. Abschnitt in dieser Form jedoch nicht im humanen
Genom beschrieben wurde.

Bande 2: U3-SK-Mel-28 (~120 bp im praparativen Gel)

AGCAGTGGTA TCAACGCAGA GTACGCAGGT GTTGGGAGCC GAAGGCCCAT GGGATGTGAC CAACTCAGCA TTCCACTGGA GGCTGCATGATCT

Die Sequenz des 1. Abschnitts (grau) zeigte Ubereinstimmungen mit
Chromosom 6 des humanen Genoms, wobei zwischen den Nukleotidabfolgen
1-15 (ref[INT_007299.12|Hs6_7456) und 16-29 (ref|[NT_025741.14|Hs6_25897)
genomisch eine grol3e Licke bestand (47,5 Mb), was ein Hinweis auf ein
gespleil’tes Transkript war. Zudem handelte es sich um repetitive Sequenzen,
die auf Chromosom 6 mehrfach zu finden sind. Eine Expression dieses
Abschnitts wurde wiederum im Zusammenhang mit der Amplifikation aus
humaner cDNA mittels 5-RACE-PCR durch TRINKLEIN beschrieben
(gb|EL585072.1]).

Der Sequenzvergleich des 2. Abschnitts (gelb hinterlegt) ergab
Ubereinstimmungen mit cDNA-Klonen unterschiedlicher Chromosomen. Unter
anderem wurde die Sequenz als LTR3-Element beschrieben (gb|AA400141.1]).
Eine Expression konnte bereits im Augapfel (ZHou et al, 2007,
gb|EL953732.1]), in einer humanen Retinazelllinie (gb|AF009784.1]), in Proben
von Patienten mit Multipler Sklerose (MS; gb|N59820.1|), in der Plazenta
(emb|BX334424.2|) und im Zusammenhang mit malignen Melanomen (NCI-
CGAP, 1997; gb|BE328009.1|) nachgewiesen werden.

Eine genomische Zuordnung zu Chromosom 6 aufgrund der Ubereinstimmung
des 1. Abschnitts konnte hier nicht erfolgen, da der 2. Abschnitt keine
Homologie zu diesem Chromosom aufwies.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_007299.12%7CHs6_7456&gi=29740881&term=29740881%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=191FP66J014&QUERY_NUMBER=1&log$=nuclalign�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_025741.14%7CHs6_25897&gi=88998470&term=88998470%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=191FP66J014&QUERY_NUMBER=1&log$=nuclalign�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=125742099&dopt=GenBank&RID=191FFMHE012&log$=nuclalign&blast_rank=77�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=2053943&dopt=GenBank&RID=1926GVJT016&log$=nuclalign&blast_rank=15�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=148210386&dopt=GenBank&RID=1926GVJT016&log$=nuclalign&blast_rank=46�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=2921079&dopt=GenBank&RID=1926GVJT016&log$=nuclalign&blast_rank=95�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1203710&dopt=GenBank&RID=1926GVJT016&log$=nuclalign&blast_rank=78�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=46263356&dopt=GenBank&RID=1926GVJT016&log$=nuclalign&blast_rank=49�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9201785&dopt=GenBank&RID=1926GVJT016&log$=nuclalign&blast_rank=60�

3.1 HERV-K (HML-6) Expression in Melanomzellen und Melanozyten 74

Bande 3: U3-A-375 (~110 bp im praparativen Gel)

I I | |
100 110 130
TCCACTGAAG GCTGCATGAT CTT

Der 1. Abschnitt dieser Sequenz (Nkt.1-41; grau) zeigte Ubereinstimmungen mit
dem humanen Chromosom 1 (ref[NT_004487.18|Hs1_4644). AuRerdem wurde
eine Expression in der EST-Datenbank von TRINKLEIN beschrieben, die auf
Grundlage einer 5'-RACE-PCR humaner cDNA entstand (gb|EL582426.1]).

Der 2. Abschnitt (Nkt. 42-113) wies hingegen Ubereinstimmungen mit
Chromosom 19 auf (ref[NT_011109.15|Hs19_11266). Eine Expression in Retina
(gb|AA668223.1|) und Testis (dbj|DB522697.1|) wurde beschrieben, eine
Assoziation zu Melanomen wurde aber bisher noch nicht gezeigt. Der gelb
hinterlegte Bereich kennzeichnet den LTR3-homologen Bereich.

Aufgrund der unterschiedlichen chromosomalen Ahnlichkeiten der beiden
Abschnitte war eine genomische Zuordnung der gesamten Sequenz nicht
moglich.

U5-spezifische Amplifikation:

Bande 4: U5-NHEM (~450 bp im praparativen Gel)

RSN DAY RN PR NP PR RO U RN R RN PR [N PR PR PR R PR
10 20 30 40 50 60 70 80 90
GCAGTGGTAT CAACGCAGAG TACGGGGGAA GGCGCTTTGT GAAGTAGGCC TTATTTCTCT TGTCCTTTCG TACAGGGAGG AATTTGAAGT
JRN DO RO TR R DR PR DR RN NN RN DO S PR RN DU RO P |
100 110 120 130 140 150 160 170 180
AGATAGAAAC CGACCTGGAT TACTCCGGTC TGAACTCAGA TCACATAGGA CTTTAATCGT TGAACAAACG ATCCTTTAAT AGCGGCTGCA
AN DUR S T RO DR RO DR T S PSRN PR D DOOY RN DRSS ISR DR
190 200 210 220 230 240 250 260 270
CCATCGGGAT GTCCTGATCC AACATCGAGG TCGTAAACCC TATTGTTGAT ATGGACTCTA GAATAGGATT GCGCTGTTAT CCCTAGGGTA
S D B PR N D N SO RN TS o DU S DO R DRNY RS DI
290 300 310 320 330 340 350 360 370
ACTTGTTCCG TTGGTCAAGT TATTGGATCA ATTGAGTAAA AGAGATAGGA AGAAGGCTGA ACAAAGGAGG ACGAATGCAA TCTTCTAGAA
A PN N P

GATCTCCTAC AAATCCG

Bei dieser Sequenz war keine Unterteilung in einzelne Abschnitte notig. Ein
direkter Vergleich der gesamten Nukleotidfolge ergab eine Ubereinstimmung
mit dem mitochondrialen Genom (gb|FJ986465.1|). Aulierdem wurde die
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Expression dieser Sequenz im Augapfels beschrieben (ZHou et al.,, 2007,
gb|EL953752.1|), wobei hier keine Hinweise auf eine Expression im
Zusammenhang mit einer Erkrankung vorlag. Desweiteren konnten die
Bereiche der Nukleotide 301-326 (gelb; ref[NT_005612.15|Hs3_5769) und 327-
347 (grun; ref[INT_007995.14|Hs8 8152) jeweils als LTR3-Elemente identifiziert

werden.

Bande 5: U5-A-375_1 (~230 bp im praparativen Gel)

GGAATGTAGG TACTCATTGC CATGGACCCT GGGACAACAA AGGAGGACGA

ATGCAATC

Der Vergleich des 1. Abschnitts dieser Sequenz (grau) ergab nur fragmentale
Ubereinstimmungen mit dem humanen Genom. Eine Expression der Nukleotide
1-29 wurde fur humane mRNA beschrieben (emb|BX647566.1|), allerdings
ohne Assoziation zu melanozytenhaltigen Geweben und Krebs oder
Autoimmunerkrankungen.

Der 2. Abschnitt wies genomische Ubereinstimmungen zu Chromosom 9 auf
(ref[NT_008470.18|Hs9 _8627). Eine partielle Expression wurde im
Zusammenhang mit Leukamie beschrieben (gb|BM147374.1|). Der LTR3-
homologe Bereich wurde auch hier gelb hinterlegt.

Eine genomische Zuordnung der gesamten Nukleotidfolge zu Chromosom 9
lie® sich hier nicht vornehmen, da der 1. Abschnitt keinerlei Homologie zu
diesem Chromosom aufwies.
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Bande 6: U5-A-375_2 (~100 bp im praparativen Gel)

GCATTCGTCC CCCTTTGTTC AGTCCAACAG GGATTGGGTC CACGTCAGCT TTCCCCGGCG TACTCTCGTT GATACCTCTG CTTTCTTGCA

SN DO RO P
100 110

GAAGATGTCC TAGA

Der 1. Abschnitt (Nkt. 1-53) wies genomisch Ahnlichkeit zu Chromosom 18 auf
(refINT_010966.13|Hs18 11123). Es handelte sich hierbei um ein LTR3-
Element (gb|U60268.1|HSU60268).

Der 2. Abschnitt konnte genomisch nicht genau zugeordnet werden. Mehrere
Fragmente wiesen auf unterschiedliche Chromosomenlokalisationen hin. Die
Expression eines Teils der Sequenz (Nkt. 55-83) wurde von TRINKLEIN im
Rahmen der 5-RACE-Amplifikation  humaner @ cDNA  beschrieben
(gb|EL585000.1]).

Eine Zuordnung der gesamten Nukleotidfolge konnte genomisch nicht erfolgen.

Insgesamt war festzustellen, dass bei der Auswertung der Sequenzen aller
Proben Ubereinstimmungen mit in der UCSC-Datenbank publizierten LTR3-
Elementen zu finden waren. Eine chromosomale Zuordnung der jeweiligen
gesamten Sequenz konnte nicht vorgenommen werden, da sich die homologen
Bereiche der einzelnen Abschnitte auf unterschiedlichen Chromosomen
befanden und die Gesamttranskripte in dieser Form mit Ausnahme des Klones
der Bande 4 (U5-NHEM) noch nicht beschrieben wurden. Die
datenbankgestutzte Analyse der umliegend amplifizierten Regionen wies
groRtenteils Ubereinstimmungen mit in der EST-Datenbank veréffentlichen
Sequenzen einer 5’-RACE-Amplifikation humaner RNA (TRINKLEIN et al., 2007)
auf oder konnte in einen Zusammenhang mit der Expression in malignen
Melanomen oder im Augapfel gebracht werden.

Die Sequenzierungsergebnisse zeigten, dass es sich bei allen
Amplifikationsprodukten um LTR3-spezifische Elemente handelte. Inwiefern es
sich dabei tatsachlich um Transkripte der verwendeten Zelllinien oder um
Artefakte handelte, konnte nicht abschlieRend beurteilt werden. Jedoch konnte
gezeigt werden, dass die Primer fur eine weitere Untersuchung exprimierter
HERV-K (HML-6) Mitglieder geeignet sind, da sie eine spezifische Amplifikation
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erlaubten. Auf Basis dieser Analysen ist es letztlich moglich, eine
Charakterisierung der Zelllinien vernehmen zu kdénnen und unter Umstanden
Hinweise auf potentielle Melanommarker zu erhalten.

3.2 Analyse von HERV-K-MEL und seiner Funktion in

Melanomzellen und Melanozyten

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, untersuchten ScCHIAVETTI und
Kollegen (2002) verschiedene Gewebetypen auf die Expression von HERV-K-
MEL, einem Mitglied der HERV-K (HML-6) Gruppe. Dabei stellten sie fest, dass
es in Geweben melanozytischen Ursprungs und in Melanomgeweben zu einer
stark erhohten Expression kommt. Daher wurde vermutet, dass eine erhohte
HERV-K-MEL Expression ein fruher Marker fur die Transformation von
Melanozyten zu Melanomen sein konnte.

In dieser Arbeit wurde versucht, die Funktion und den Einfluss von HERV-K-
MEL genauer aufzuklaren, indem RNA-Interferenz-Versuche in
Melanomzelllinien durchgefihrt wurden. Desweiteren wurde versucht, ein
Uberexpressionsklon fiir HERV-K-MEL zu generieren, der in Melanozyten
transfiziert werden sollte, um zu untersuchen, ob eine vermehrte HERV-K-MEL
Expression eine Transformation der Zellen induziert. Die Ergebnisse dieser
Experimente sind im Folgenden dargestelit.

3.2.1 Endogene Expression von HERV-K-MEL in Zelllinien

Bevor die Funktion von HERV-K-MEL in Melanomzellen untersucht wurde,
wurde zunachst die endogene Expression dieses Gens in den verwendeten
Melanomzelllinien SK-Mel-28 und A-375 mit der Expression in den Melanozyten
NHEM verglichen. Dazu wurde RNA isoliert und nach cDNA-Synthese in einer
quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR) analysiert (Abbildung 3-4). Die fur die
gRT-PCR verwendeten Primer entsprachen denen, die bereits in der Arbeit von
SCHIAVETTI benutzt wurden (Abbildung 3-3).
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R us

ctaatgaatacaaagggcotgtataagocktocagggoococttgttcoctagaagoaaggagoccoctgaccock ot ttaaauua%atct ttbtkgkbetttgbet 100

ccatttctgcgtttgtccttcttcttcagtchgaactgauaQCcac4anggcacccgaacagggac:tgaacaaagaaggtctgctgqagcagaaaaa 200
Primer Binding Site
Splice

gtgaaactgaccagatgaatgagaaaccoctgggatgagtctgoctgcagaggatataaggagatggataaacegtgtgagtgoocctcaagttatgtgoga 300
Tagman probe
ccatggaatgggagactggaggaatacatggatcoccaactacaggeccagetoctccagtatgagecatgagecagt tgaatcbgaatgtgaagatggaa 400

tgaagaccgacgagagtcacactgacgtocaacccbcataacatggggtcagatcaagaaaaccacaccagaagoctgagaaactggtgtagtgocagggtc 500
————————————

Abbildung 3-3: Lokalisation der Primer (rot unterstrichen) zur Amplifikation von HERV-K-MEL in
der gqRT-PCR. Nach SCHIAVETTI et al., 2002.

Eine Besonderheit des Vorwartsprimers besteht darin, dass er exakt Uber der
postulierten Spleillstelle lokalisiert ist, so dass eine Erhéhung der spezifischen
Bindung an das Transkript vorliegt. Um auszuschliel3en, dass neben HERV-K-
MEL auch andere ungewlnschte Genprodukte amplifiziert werden, wurden die
Amplifikate nach erfolgter PCR kloniert und sequenziert. Die Analyse von zehn
unterschiedlichen Klonen ergab, dass alle die publiziete HERV-K-MEL
Sequenz aufwiesen. Zudem wurde ermittelt, ob der Einsatz einer spezifischen
Sonde in der qRT-PCR notwendig ist oder die Reaktion mit SybrGreen, einem
interkalierenden Farbstoff, erfolgen kann. Auch hier ergab die Analyse von zehn
Klonen, dass die Auswahl der verwendeten Primer eine ausreichend
spezifische Amplifikation ermoglicht, weshalb qRT-PCRs zur Analyse der
HERV-K-MEL Expression in dieser Arbeit ausschlieBlich Uber SybrGreen-
Assays erfolgten (2.4.3). Zudem wurde gepruft, ob GAPDH zur Normalisierung
der Messwerte in der gRT-PCR geeignet ist. Da GAPDH sowohl in Melanozyten
als auch Melanomzellen stabil und in konstanten Mengen exprimiert wurde
(nicht gezeigt), erfolgten die Normalisierungen in nachfolgenden Experimenten
ausschlielich gegen dieses Gen.

Bei der Analyse der endogenen Expression der in dieser Arbeit verwendeten
Zelllinien (Abbildung 3-4) zeigte sich, dass HERV-K-MEL in Melanozyten
geringer transkribiert wird als in den Melanomzelllinien. So ist die endogene
Expression in der Zelllinie SK-Mel-28 um den Faktor 4,2, in den A-375-Zellen
sogar um den Faktor 8,2 gegenuber den Melanozyten NHEM erhoht. Dies
bestatigte die von SCHIAVETTI gewonnenen Ergebnisse, dass HERV-K-MEL in
Melanozyten deutlich weniger exprimiert vorliegt als in Melanomen und damit

ein potentieller Marker fur den Transformationsprozess sein konnte. Wie die
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Ergebnisse zeigen, war der experimentelle Ansatz fur weitere Untersuchungen

geeignet.
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Abbildung 3-4. Endogene Expression von HERV-K-MEL in Melanozyten (NHEM) und
Melanomzelllinien (SK-Mel-28 und A-375) mittels gRT-PCR. Gezeigt ist die relative Expression,
wobei die HERV-K-MEL Expression in NHEM als 1 gesetzt wurde. n=6 (+tSEM).

3.2.2 Etablierung der RNA-Interferenz in Melanomzelllinien

Da eine erhohte Expression von HERV-K-MEL in Melanomzellen im Vergleich
zu Melanozyten zwar gezeigt werden konnte, dessen Auswirkungen aber
bislang ungeklart waren, wurde die Technik der RNA-Interferenz eingesetzt, um
die Bedeutung dieses Gens aufzuklaren. Dazu wurden chemisch synthetisierte
siRNAs verwendet, die gegen das Zielgen HERV-K-MEL gerichtet waren und
zu einem spezifischen Silencing fihren sollten.

3.2.2.1 Optimierung der Transfektionsbedingungen (Mikroskopie, FACS,
gRT-PCR)

Vor dem Einsatz der RNA-Interferenz mussten die Transfektionsbedingungen
optimiert werden. Dazu wurden 48 h nach Transfektion (p.t.) jeweils die
Transfektions- und Silencingeffizienzen analysiert. Um siRNAs transient in die
Zellen zu bringen, wurde die Technik der lipid-basierten Transfektion benutzt.
Da eine Vielzahl von Agenzien angeboten werden, die nicht fur jede Zelllinie
gleich gut geeignet sind, wurde in einigen Ansatzen gepruft, welches Agenz
sich fur die Transfektion von siRNA in die hier verwendeten Melanomzellen am
besten eignet. Dazu wurden zunachst Experimente mit der Melanomzelllinie
SK-Mel-28 unter Verwendung der vom Hersteller empfohlenen Agenz- und
siRNA-Mengen durchgefuhrt.
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Um die Transfektionseffizienzen in den Melanomzellen visuell bestimmen zu
kénnen, wurde zunachst eine Cy3-markierte siRNA gegen GAPDH verwendet
und die Zellen 48 h nach Transfektion (p.t.) mikroskopisch untersucht
(Abbildung 3-5).

Mock

Nanofectin siRNA

HiPerFect

Xtreme Gene siRNA

Abbildung 3-5: Mikroskopische Bestimmung der Transfektionseffizienzen mit Cy3-markierter
siRNA gegen GAPDH in SK-Mel-28 mit verschiedenen Transfektionsagenzien. Links:
Phasenkontrast, rechts: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen im Cy3-Filter. Vergréferung:
400fach.

Bei der Betrachtung der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen von mit
Nanofectin siRNA, HiPerFect und Xtreme Gene siRNA transfizierten SK-Mel-28

Zellen ist visuell kein Unterschied zwischen den Effizienzen der einzelnen
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Agenzien auszumachen. Daher wurden die Zellen einer
durchflusszytometrischen Analyse im FACS unterzogen. Durch die Verwendung
der Cy3-markierten siRNA war eine Messung transfizierter Zellen und somit
eine Quantifizierung moglich. Nach Trypsinierung und Farbung der Zellen mit
Hoechst 33342 zur Unterscheidung lebender, intakter Zellen von
Zellfragmenten im FACS wurden sie im PE-Kanal analysiert. Die Werte dieser
Messungen sind in Abbildung 3-6 aufgefuhrt, wobei die Population nicht-
lebender Zellen nach Hoechst-Farbung bereits heraus gerechnet werden

konnte.

100 -

@ Untransfizierte Kontrolle

% Maximal

@ Nanofectin siRNA
Q) HiPerFect
() Xtreme Gene siRNA
o 102 103 104 1073 Cy3ntensitt
Probe Mediane Fluoreszenz Intensitét (PE-Kanal) Transfizierte Zellen in %
Nanofectin siRNA (Hoechst+Cy3) 120
HiPerFect{Hoechst+Cy3) 446
Xtreme Gene siRNA {(Hoechst+Cy3) 1032

Abbildung 3-6: Quantitative Bestimmung der Transfektionseffizienzen nach Verwendung von
Cy3-markierter siRNA gegen GAPDH in SK-Mel-28 im FACS. Die Zellen wurden mit Cy3-
markierter siRNA transfiziert und mit Hoechst 33342 zur Unterscheidung lebender Zellen von
Zellfragmenten gefarbt. Bei den aufgefuhrten Werten wurden die Fragmente bereits heraus
gerechnet. Auf der x-Achse ist die Cy3-Intensitat, auf der y-Achse die maximale
Fluoreszenzintensitat in % aufgetragen.

Wie anhand der durchflusszytometrischen Daten in Abbildung 3-6 ermittelt
werden konnte, lag die Transfektionseffizienz fur mit HiPerFect transfizierte

Zellen bei ca. 47,3%. Die Verwendung von Xtreme Gene siRNA und Nanofectin

81.9
473
831
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siRNA fuhrte mit 81,9 bzw. 83,1% zu einer deutlich besseren Effizienz.
Demnach traten bei gleichen Transfektionsbedingungen und unter Beachtung
der Herstellerempfehlungen Schwankungen in der Effizienz auf, die
mikroskopisch zwar nicht sichtbar waren, bei einer quantitativen Analyse im
Durchflusszytometer jedoch deutlich wurden.

Da bei der RNA-Interferenz jedoch weniger die Transfektionseffizienz als
vielmehr die Starke der Regulation des entsprechenden Zielgens entscheidend
ist, wurde eine Analyse der Silencingeffizienz vorgenommen. Dazu wurden drei
unterschiedliche siRNAs gegen das antiapoptotisch wirkende Bcl2 eingesetzt,
von denen laut Hersteller mindestens zwei siRNAs einen Silencingeffekt von
uber 70% hervorrufen sollten. 48 h p.t. erfolgte eine Trypsinierung und RNA-
Isolation der transfizierten SK-Mel-28 Zellen. Nach cDNA-Synthese wurde die
verbliebene Expression in einer qRT-PCR quantifiziert, mit der sich unmittelbar
auf die Silencingeffizienz schlielen lasst (siehe Gleichung 2). Die Messwerte
wurden dabei gegen GAPDH normalisiert (Abbildung 3-7).
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Abbildung 3-7: Vergleich der verbliebenen Expression unter Verwendung von siRNAs gegen Bc/2 in SK-
Mel-28. Die Bestimmung des Expression erfolgte mittels gqRT-PCR. Die Normalisierung wurde gegen
GAPDH vorgenommen, die Verrechnung der Werte erfolgte gegen nichttransfizierte Zellen (=100%
Expression). n=9 (xSEM). Signifikanztest: One-Way ANOVA,; *: p<0,05; **: p<0,01.
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Die Ergebnisse der quantitativen Real-Time-PCR im direkten Vergleich mit
denen der Durchflusszytometrie zeigten eine Korrelation der Transfektions- und
Silencingeffizienzen. Demnach flhrt HiPerFect, das im FACS eine
Transfektionseffizienz von 47,3% aufwies, in der gqRT-PCR nicht zu einem
signifikanten Silencing von Bcl2. Die Agenzien Nanofectin siRNA und Xtreme
Gene siRNA hingegen fuhrten zu einer deutlichen Regulation von Bcl2 (p<0,01
bzw. p<0,05) und wurden daher fur weitere Optimierungen der Transfektionen
eingesetzt.

Die Optimierung der Transfektionen fur die zweite Melanomzelllinie A-375
erfolgten auf die gleiche Weise wie zuvor fur SK-Mel-28 beschrieben. Da sich
die Ergebnisse der Zelllinien SK-Mel-28 und A-375 entsprachen, wurde auf eine
Darstellung der A-375 spezifischen Daten verzichtet. Auch hier konnte gezeigt
werden, dass die effektivsten Transfektionen unter Verwendung von Nanofectin
siRNA und Xtreme Gene siRNA durchgefuhrt werden konnten.

In Titrationsexperimenten wurde die Silencingeffizienz weiter optimiert. Dabei
wurden unterschiedliche Mengen siRNA mit unterschiedlichen Mengen
Transfektionsagenz eingesetzt, um das ideale siRNA/Agenz-Verhaltnis zu
bestimmen. Exemplarisch ist hier die Titration fir das Nanofectin siRNA Agenz
gezeigt. Die Quantifizierung von GAPDH wurde 48 h p.t. durch eine qRT-PCR
wie zuvor beschrieben vorgenommen (Abbildung 3-8).

Die Titration ergab, dass bei geringen siRNA-Mengen (2 ug) eine Abhangigkeit
der Silencingeffizienz vom siRNA-/Agenzverhaltnis besteht. Das ideale
Verhaltnis lag bei 1:5, was den Empfehlungen des Transfektionsagenz-
Herstellers entspricht. Eine Verwendung dieser Mengen flihrte in der Titration
zu einer Verringerung der Expression um ca. 50%. Bei einer Verdopplung der
siRNA-Menge auf 4 ug hatte das Mengenverhaltnis keine deutlichen Effekte auf
den Verlauf der Silencingeffizienz. Die maximale Regulation der Expression auf
ca. 40% ergab sich erneut bei einem Verhaltnis von 1:5, wobei auch der Einsatz
eines Verhaltnisses von 1:6 als geeignet angesehen werden kann.

Bei einer weiteren Erhéhung der siRNA-Menge auf 8 ug spielte das siRNA-
/Agenzverhaltnis keine Rolle mehr, da konstant eine Genregulation auf 20%
erzielt wurde. Bei einer mikroskopischen Betrachtung der Zellen fiel jedoch auf,
dass die Verwendung dieser hoher siRNA- und Agenzmengen zu zytotoxischen
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Effekten flhrte. Daher wurden flur alle Experimente die Mengen in die
Transfektion eingesetzt, bei denen ein gutes Silencing gemessen werden
konnte, zytotoxischen Effekt in den Zellen aber noch nicht beobachtet werden
konnten. Eine Ubersicht tber die optimierten Bedingungen gibt die Tabelle 2-
14.
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Abbildung 3-8: Titration des optimalen siRNA:Transfektionsagenz-Verhaltnisses unter
Verwendung von siRNA gegen GAPDH und Nanofectin siRNA Agenz auf A-375-Zellen.
Gemessen wurde die verbleibende Expression mittels gqRT-PCR. Die Verrechnung der Werte
erfolgte gegen nichttransfizierte Zellen.

3.2.3 Silencing von HERV-K-MEL in Melanomzellen

Nach der Optimierung der Bedingungen wurden Transfektionsexperimente mit
siRNAs gegen HERV-K-MEL in Melanomzellen durchgefiihrt. Dabei wurde von
dem HERV-K-MEL env-Transkript ausgegangen, das von SCHIAVETTI (2002)
beschrieben wurde (Abbildung 3-9).
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Schiavetti, F. et al, Cancer Res 2002;62:35310-5316

Abbildung 3-9: Von ScHIAVETTI postuliertes HERV-K-MEL env-Transkript vor (B) und nach (A)
Spleillen. Wahrend des Spleillvorgangs wird der gag/pol-Bereich entfernt.
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Das Design der siRNAs erfolgte mit dem Eurofins MWG Operon siRNA-Design
Tool (https://ecom.mwgdna.com/services/webgist/sirna_design.tcl) sowie dem
Integrated DNA Technology RNAI Design SciTool
(http://eu.idtdna.com/Scitools/Applications/RNAi/RNAi.aspx).

Die siRNAs wurden so gewahlt, dass sie Uber das gesamte env-Transkript
verteilt vorliegen (Abbildung 3-10). Um die Wahrscheinlichkeit zu minimieren,
dass die siRNAs auch andere Gene als HERV-K-MEL beeinflussen (Off-Target-
Effekte), wurde durch einen Sequenzvergleich in der NCBI-Datenbank gepruft,
ob die ausgewahlten siRNAs Sequenzibereinstimmungen mit anderen
bekannten Genen aufweisen und diese unter Umstanden ebenfalls
beeinflussen konnten. Zudem wurden mehrere siRNAs gegen das Zielgen
entworfen. Zusatzlich zu den herkdmmlichen siRNAs von 21 Nukleotiden Lange
(21mer, von MWG Operon) wurden fur die HERV-K-MEL siRNAs Nr. 5 und 6
27mer-siRNAs (IDT) verwendet, da diese zu einem bis zu 100-fach erhdhten
Silencing aufgrund von verbesserter Prozessierung im Dicer-Substrat-Komplex
fuhren sollten (Kim et al., 2005). Diese These konnte jedoch nicht bestatigt

werden (nicht gezeigt).
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Abbildung 3-10: Lage der verwendeten siRNAs zum Silencing von HERV-K-MEL.

Die Melanomzelllinien SK-Mel-28 und A-375 wurden unter den zuvor
optimierten Bedingungen (Tabelle 2-14) mit Nanofectin siRNA-Agenz und
Xtreme Gene siRNA-Agenz transfiziert. Zunachst wurde untersucht, ob die
Lage der verwendeten siRNAs einen Einfluss auf die Regulation von HERV-K-
MEL hat. Dazu wurden die Expression dieses Gens in den Zellen 48 h p.t. nach
Trypsinierung, RNA-Isolation und cDNA-Synthese in einer quantitativen Real-
Time-PCR gepruft. Dabei wurde gegen GAPDH normalisiert. Als
Negativkontrolle dienten nichttransfizierte Zellen (nt; Abbildung 3-11). In die
Auswertung sind die Daten mehrerer unabhangiger Experimente
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aufgenommen,  wobei hier  nicht  zwischen den  verwendeten
Transfektionsagenzien unterschieden wurde. Zudem wurden die Daten nur in
die Wertung einbezogen, wenn die Regulation mehr als 20% betrug.

Andernfalls wurde die Transfektion als nicht erfolgreich definiert.

A-375 SK-Mel-28
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40- 40

% Expression
% Expression
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HERV-K-MEL-siRNA HERV-K-MEL-siRNA

Abbildung 3-11: Relative Quantifizierung der HERV-K-MEL Expression nach Transfektion mit
verschiedenen siRNAs gegen HERV-K-MEL mittels gqRT-PCR. Die Normalisierung erfolgte
gegen GAPDH, die Verrechnung der Werte gegen nichttransfizierte Zellen (nt). n=20 (+tSEM);
Signifikanztest: One-Way ANOVA (ns: nicht signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001).

Aus den Ergebnissen dieser Messungen lasst sich schlieRen, dass das
Silencing von HERV-K-MEL unabhangig von der Lage der verwendeten siRNAs
war. So konnte sowohl in A-375 als auch in SK-Mel-28 ein durchschnittliches
Silencing von 50-60% erzielt werden. Zudem kann anhand der Daten gefolgert
werden, dass das von SCHIAVETTI postulierte env-Transkript von HERV-K-MEL
tatsachlich gebildet wird. Die entworfenen siRNAs konnten daher alle in

nachfolgenden Experimenten eingesetzt werden.

3.2.3.1 Mikroskopische Betrachtung morphologischer Veranderungen
nach Silencing

Um zu untersuchen, ob ein Silencing von HERV-K-MEL zu morphologischen
Anderungen der Zellen fiihrt, wurden A-375 Zellen nach siRNA-Transfektion
mikroskopisch betrachtet (Abbildung 3-12). Bei einem direkten Vergleich von
unbehandelten und mit HERV-K-MEL siRNA transfizierten Zellen fiel auf, dass
die transfizierten Zellen deutlich weniger Zellwachstum zeigten als die nicht
behandelten. Auflerdem kam es in einigen Zellen zu einer beginnenden
Abrundung, was ein Hinweis auf einen zytopathischen Effekt (CPE) oder
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beginnende Apoptose sein konnte. Um auszuschlieen, dass es sich hierbei
um einen durch das Agenz oder die Verwendung von siRNA induzierten Effekt
handelte, wurde eine Scrambled-siRNA eingesetzt. Diese siRNA besteht
anteilsmafig aus den gleichen Nukleotiden wie die im Experiment eingesetzte
siRNA gegen das Zielgen, wurde jedoch in ihrer Sequenzfolge geandert.
Zudem wurden die verwendeten Scrambled-siRNAs in einem Sequenzvergleich

auf Komplementaritdt zu anderen bekannten Genen Uberprift, um mogliche

Off-Target-Effekte zu minimieren.

A LY e BN £, RO g X
Scrambled siRNA 4mM AMG
Abbildung 3-12: Mikroskopische Aufnahmen nach Transfektion bzw. AMG-Behandlung
von A-375 (48 h p.t.). 400fach vergroRert.
In den mikroskopischen Aufnahmen war kein Unterschied zwischen den nicht-
behandelten und den Scrambled-siRNA transfizierten Zellen auszumachen, so
dass die geringere Wachstumsdichte nicht auf die Verwendung von
Transfektionsagenzien oder das Einbringen von siRNAs zurtckzufuhren war.
Neben den Auswirkungen einer siRNA-Transfektion wurde in diesem
Experiment der Einfluss von Apoptose auf Morphologie und Wachstum der
Melanomzellen untersucht. Dazu wurden die A-375 Zellen mit Aminoguanidin-
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Hemisulfat (AMG) behandelt, indem Zellen in serumfreien Wachstumsmedium 4
mM AMG zugesetzt und bis zur Trypsinierung auf diesen belassen wurde.
AMG ist ein iINOS-Inhibitor und bewirkt eine Reduktion von BCL2 auf
Proteinebene. Daraufhin kommt es zu einer Induktion des intrinsischen
Apoptoseweges (SALvuccl et al., 2001). In den mikroskopischen Aufnahmen
war eine deutliche Abrundung der AMG-behandelten Melanomzellen zu
beobachten. Im Vergleich mit der HERV-K-MEL siRNA transfizierten Probe
traten die morphologischen Unterschiede besonders hervor. So sind zwar auch
in den transfizierten Zellen vereinzelte, abgerundete Zellen zu entdecken, in der
Deutlichkeit wie nach AMG-Behandlung traten diese aber nicht auf. Auffallig
war jedoch die geringe Konfluenz beider Proben im Vergleich zu nicht
behandelten und Scrambled-siRNA transfizierten Zellen. Diese Beobachtungen
wurden im Verlauf der Arbeit mehrfach in unabhangigen Experimenten
wiederholt, so dass hier nicht von einem zufalligen Ereignis gesprochen werden
kann. Es wurde daher anhand der mikroskopischen Ergebnisse die Hypothese
aufgestellt, dass es nach einem Silencing von HERV-K-MEL in Melanomzellen
zu einer Inhibition des Zellwachstums kommt, die sich unter Umstanden auf

Apoptose zuruckfuhren lassen kénnte.

3.2.3.2 Bestimmung der Anzahl lebender und toter Zellen durch

mikroskopische Zahlung

Da das HERV-K-MEL Silencing mikroskopisch betrachtet einen Einfluss auf die
Wachstumsdichte der Melanomzellen hatte (Abbildung 3-12), stellte sich die
Frage, ob dies auch in einer verminderten Zellzahl und einer Veranderung des
Verhaltnisses von lebenden zu toten Zellen resultiert. Daher wurde eine
Transfektion der Zelllinien A-375 und SK-Mel-28 im 24-Well-Format mit
mehreren Replikaten (n=6) durchgeflhrt. 48 h p.t. wurden die Zellen trypsiniert
und nach Tryptanblau-Farbung (1:1) von zwei Mitarbeitern ohne Kenntnis der
Hypothese gezahlt. Tryptanblau ist ein Farbstoff, der durch die Membran
lebender Zellen zurickgehalten wird. Tote Zellen mit poréser Zellmembran sind
fur den Farbstoff permeabel und farben sich blau. Mit Hilfe der Neubauer-

Zahlkammer konnte so die Gesamtzellzahl ermittelt und gleichzeitig die Zellen



3.2 Analyse von HERV-K-MEL und seiner Funktion in Melanomzellen und Melanozyten 89

auf ihre Vitalitat gepruft werden. Die Ergebnisse dieser Zahlungen sind in
Abbildung 3-13 dargestellt.
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Abbildung 3-13: Veranderungen der Zellzahlen nach Transfektion bzw. AMG-Behandlung von
Melanomzellen. Die Bestimmung der Zellzahlen erfolgte Uber Zahlung in einer Neubauer-
Zahlkammer nach Tryptanblau-Farbung. n=6 (xSEM); Signifikanztest: One-Way ANOVA (ns:
nicht signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001).

Anhand der Zahlungen konnte geschlossen werden, dass die Transfektion einer
gegen HERV-K-MEL gerichteten siRNA zu keiner signifikanten Verminderung
der Zellzahl sowohl bei A-375 als auch bei SK-Mel-28 flhrte. Der Einsatz von
AMG resultierte jedoch in einer signifikanten Reduktion der Zellzahlen in beiden
Zelllinien. Bei der Anzahl toter Zellen waren keine Veranderungen in
Abhangigkeit der Behandlung der Zellen auszumachen. So hat die Gabe von
AMG mikroskopisch zwar einen deutlichen morphologischen Effekt bewirkt,
dieser war jedoch anhand des Verhaltnisses lebender zu toter Zellen nicht
messbar. Da selbst die Verwendung von AMG, das als Positivkontrolle fur
apoptotische Zellen eingesetzt wurde, in der mikroskopischen Zellzahlung zu
keinem erhdhten Auftreten toter Zellen fuhrte, wurde die Durchflusszytometrie
zur Messung von Apoptose eingesetzt.

3.2.3.3 Durchflusszytometrische Analyse der transfizierten Melanomzellen

Da sich anhand der verwendeten Apoptose-Kontrolle zeigte, dass eine
zuverlassige Aussage Uber apoptotische Zellen mit Hilfe der zuvor
durchgefuhrten mikroskopischen Zellzahlung nicht moglich war, sollte diese nun
durch eine Annexin V-FITC / 7-AAD-Farbung im FACS nachgewiesen werden.
Dazu wurden neben den AMG-behandelten auch die transfizierten Zellen 48 h
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p.t. trypsiniert und mit beiden Farbstoffen gefarbt. Spatapoptotische Zellen
sollten im FACS als doppelt positiv auftreten, frihapoptotische als Annexin V-
positiv (FITC-Kanal), 7-AAD negativ (PerCP-Cy55-Kanal).

B 10°-
10% -
.
[4]
A E10°
10° B
0=
e
0 10° 10° 10 10°
PerCP-Cy55-A

FSC-A,SSC-Asubset
A-375 AMG_4mM (ungefarbt) fcs
Event Count 7415

C 10° 3

- ' . > 4 |

g1t

L] 56K 100K 150K 200K 250K e 3
Ungated FSCA E
A-375_4mM AMG fcs <
EventCount 21445 <<
(3]
(=
[ =

| alidel S L4 S R | T T

-
0 10° 10° 10 10
PerCP-Cy35-A:TAAD
FSC-A, SSC-Asubset
AA75 AmMM AMG fos
EventCount 22239

Abbildung 3-14: FACS-Analyse von A-375-Zellen, die fur 48 h mit 4 mM AMG behandelt wurden.
(A) FSC/SSC-Messung. (B) ungefarbte Probe. (C) Messung der mit Annexin V-FITC und 7-AAD
gefarbten Zellen.

In Abbildung 3-14 sind exemplarisch grafische Auswertungen der FACS-
Analyse AMG-behandelter Zellen gezeigt. Unter Abbildung 3-14 A ist die
FSC/SSC-Messung zur Bestimmung der Gréfke und Granularitat der Zellen zu
sehen. Abbildung 3-14 B zeigt die Analyse einer ungefarbten Probe im FITC-

und PerCP-Cy5-Kanal. Die zuvor nach Kompensation und Messung von
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Kontrollen festgelegten Populationsgrenzen zeigten eine kleine Zellpopulation
von etwa 2,8 %, die obwohl nicht behandelt als doppelt positiv und somit
apoptotisch erschienen. Nach Farbung mit Annexin V und 7-AAD ist diese
Population deutlich grolRer und 9,2 % der Zellen kdnnen als apoptotisch
definiert werden. Diese Werte fur AMG-behandelte Zellen korrelieren mit den
von SALvUcCcCI publizierten Ergebnissen, so dass davon ausgegangen werden
konnte, dass der Apoptosenachweis mittels der Doppelfarbung in der
verwendeten Zelllinie A-375 maoglich war.

Bei der Messung der mit siRNA-transfizierten Proben war eine Auswertung der
Annexin V / 7-AAD-Populationen jedoch nicht erfolgreich. Zum Einen waren in
vielen Fallen sehr wenige Zellen im Vergleich zu den nicht-transfizierten Proben
vorhanden, zum Anderen konnten die Populationen nicht differenziert betrachtet
werden. Daher war es nicht moglich, den Einfluss eines HERV-K-MEL
Silencings auf die Apoptose in A-375 Zellen durchflusszytometrisch zu
bestimmen. Auch die zweite Melanomzelllinie SK-Mel-28 konnte nach
Transfektion mit dieser Methode nicht untersucht werden. Es wird vermutet,
dass es sich entweder bei dem durch HERV-K-MEL Silencing hervorgerufenen
Effekt nicht um Apoptose handelte oder der Marker in Verbindung mit zuvor

erfolgter Behandlung der Zellen mit Transfektionsagenz nicht geeignet war.

3.2.3.4 Wechselwiderstandsanalyse transfizierter Melanomzellen

Mit der durchflusszytometrischen Analyse konnte kein Hinweis auf eine
potenzielle Apoptoseinduktion durch HERV-K-MEL Silencing erhalten werden.
Daher sollte der Einfluss der Expressionsreduktion auf das Zellwachstum mit
Messungen des Wechselwiderstands (Impedanz) untersucht werden. Mit dieser
Methode ist es maoglich, Veranderungen der Zellen in Echtzeit zu bestimmen
ohne diese durch analytische Vorgange zu beeinflussen.

Die Impedanz-Veranderungen der Melanomzellen nach Transfektion wurden
mit dem Xcelligence-Monitoring der Firma Roche gemessen. Dazu wurden wie
unter 2.5.3 beschrieben Zellen auf einer 96-Well-Zellkulturplatte ausgesat, die
auf ihrer Oberflache mit Goldelektroden beschichtet war. Zunachst wurden auch
in diesem Experiment die Transfektionsbedingungen wie einzusetzende

Zellzahl und Transfektionszeitpunkt optimiert. Die ideale Menge ausgesater
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Zellen lag bei 1 x 10* Zellen pro Vertiefung. Die Transfektion erfolgte bei einem
Zellindex (CI) von etwa 0,5 - 0,8 (ca. 48 h nach Aussaen der Zellen), da sich zu
diesem Zeitpunkt die Zellen in der Wachstumsphase befanden. Kinetische
Messungen zeigten, dass die siRNA zu diesem Transfektionszeitpunkt den
grofldten Einfluss auf die Zellen hatte (nicht gezeigt). Daraufhin wurden mehrere
Ansatze unter diesen optimierten Bedingungen durchgefihrt. In Abbildung 3-15
sind exemplarisch zwei Verlaufe gezeigt.
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Abbildung 3-15: Impedanz-Messung von zwei unabhangigen Transfektionen auf SK-Mel-28.
Ausgesat wurden 1 x 10* Zellen pro Vertiefung. Die Transfektion erfolgte 48 h nach Zellaussaat.
Als Positivkontrolle fur Apoptose wurde 4 mM AMG eingesetzt. Der Zellindex (Cl) ist ein Maf} fur
die Impedanz. Die Messung wurde im Institut fur Virologie, Uniklinikum Goéttingen durchgefuhrt.
n=3.

In Abbildung 3-15 A ist der Einfluss der gegen HERV-K-MEL gerichteten

siRNAs auf das Wachstum der verwendeten SK-Mel-28 Zellen deutlich
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erkennbar. Sowohl die 21- als auch die 27mer siRNA flhrte bereits wenige
Stunden nach Transfektion zu einem starken Einbruch des Zellindex, der ein
Mal fir die Impedanz ist. Dies wies auf ein Absterben oder zumindest auf
morphologische Anderungen der Zellen hin. Im Vergleich mit der Scrambled-
siRNA transfizierten Probe wurde deutlich, dass dieser Effekt nicht vom
Transfektionsagenz verursacht wurde. Dem widerspricht jedoch der Verlauf des
Zellindex der leer transfizierten Probe (Mock + Agenz). Hierbei war ein fast
ebenso starker Einfluss wie bei Verwendung der zielgerichteten siRNAs zu
beobachten. Daher wurde der beobachtete Effekt wohl nicht durch das HERV-
K-MEL Silencing hervorgerufen. Zudem zeigte sich in der Positivkontrolle, bei
der eine Behandlung mit AMG erfolgte, ein ganzlich anderer Verlauf als in den
transfizierten Proben. So kam es im Anschluss an die Reduktion des Zellindex
zu einem erneuten Anstieg. Inwieweit dies ein neuerliches Zellwachstum
anzeigt, ist nicht bekannt.

In Abbildung 3-15 B ist wie schon im vorherigen Experiment ein Einfluss des
HERV-K-MEL Silencings auf den Zellindex sichtbar. So kommt es wenige
Stunden nach Transfektion zu einer Abnahme, die offensichtlich auf die
Transfektion zurlckzufihren war. In dieser Messung war jedoch der Effekt der
leer transfizierten Zellen nicht so stark ausgepragt wie zuvor. Auch die zweite
Negativkontrolle (Scrambled-siRNA) zeigte einen weniger starken Einfluss auf
den Zellindex. Der Verlauf der Positivkontrolle AMG entsprach hier eher dem
der HERV-K-MEL siRNA-transfizierten Zellen.

Aufgrund der beiden abgebildeten und der weiteren durchgefihrten
Messungen, die trotz gleichbleibender Reaktionsbedingungen alle ein sehr
heterogenes Bild zeigten, konnte durch die Impedanzanalyse keine definitive
Aussage Uber durch Transfektion induzierte Prozesse in den Melanomzellen
getroffen werden. Es ist jedoch sicher, dass der alleinige Vorgang der
Transfektion schon einen Einfluss auf den Zellindex hatte. Inwieweit eine
Unterscheidung von  Apoptose und ,einfachen® morphologischen
Veranderungen anhand der Messwerte moglich sein soll, wie es von der

Herstellerfirma beworben wird, konnte nicht festgestellt werden.
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3.2.3.5 Bestimmung der Bcl2-Expression nach HERV-K-MEL Silencing

Da es mit den genannten Methoden nicht moglich war, den Effekt eines HERV-
K-MEL Silencings auf eine potenzielle Apoptoseinduktion genauer zu
charakterisieren, wurden weitere Untersuchungen auf molekularbiologischer
Ebene durchgefuhrt. Dazu wurde die Bcl2-Expression analysiert. Dieses Gen
wurde gewahlt, da es innerhalb des intrinsischen, mitochondrialen
Apoptoseweges gleich an mehreren Stellen regulierend wirkt (Abbildung 3-16).
Eine Analyse ermdglicht so eine schnelle und dennoch relativ umfassende
Betrachtung mehrerer potentiell betroffener Signalwege.
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Abbildung 3-16: Schematische Ubersicht der Apoptosewege. In Rot sind die Positionen
gekennzeichnet, an denen Bcl2 eingreift. Quelle: KEGG.

Um zu untersuchen, ob ein HERV-K-MEL Silencing in den verwendeten
Melanomzellen einen Einfluss auf die Transkription von Bc/2 hat, wurden die
Proben vorheriger Transfektionen, bei denen zuvor lediglich HERV-K-MEL
analysiert wurde, auch auf ihre Bcel2-Expression gepruft (Abbildung 3-17).
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Abbildung 3-17: Relative Quantifizierung der Bcl2-Expression nach Transfektion mit
verschiedenen siRNAs gegen HERV-K-MEL mittels qRT-PCR. Die Normalisierung erfolgte
gegen GAPDH, die Verrechnung der Werte gegen nichttransfizierte Zellen (nt). n=10 (xSEM);
Signifikanztest: One-Way ANOVA (ns: nicht signifikant; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001).

Anhand der Ergebnisse der Expressionsmessungen in beiden Zelllinien wird
deutlich, dass ein Silencing von HERV-K-MEL auch eine fast ausnahmslos
signifikante Reduktion der Bcl2-Expression bewirkte.

Auffallig war dabei, dass in A-375 die HERV-K-MEL siRNAs Nr. 3 und 5 zu
einer weniger deutlichen verminderten Expression von Bcl2 fuhrten. Auch in der
zweiten Melanomzelllinie SK-Mel-28 traten Unterschiede in der Starke der
Regulation in Abhangigkeit von der Lage der HERV-K-MEL siRNAs auf. So war
der geringste Effekt bei Verwendung der siRNA Nr. 1 zu beobachten. Auch die
siRNA Nr. 5 flhrte erneut zu einer geringeren Regulation. Die genannten
siRNAs Nr.1, 3 und 5 liegen alle in unmittelbarer Nahe des viralen envs
(Abbildung 3-10). Inwieweit es einen Zusammenhang zwischen der potentiellen
Transaktivierung von Bcl2 und HERV-K-MEL gibt, wurde in dieser Arbeit jedoch
nicht untersucht.

Zur weiteren Charakterisierung und Verifizierung der Korrelation von Bc/2 und
HERV-K-MEL wurden im Verlauf dieser Arbeit zahlreiche siRNA-Experimente in
den beiden Melanomzelllinien SK-Mel-28 und A-375 durchgeflihrt. Jeweils 48 h
nach Transfektion wurde RNA aus den transfizierten Zellen isoliert und nach
cDNA-Synthese in eine qRT-PCR eingesetzt (Abbildung 3-18). Dabei wurde
nicht nur die Expression von HERV-K-MEL gemessen, sondern auch die Bcl2-
Expression, um die zuvor beobachtete Korrelation dieser beiden Gene
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bestatigen zu konnen. Aufgefuhrt ist jeweils die relative Expression nach
Verwendung einer gegen HERV-K-MEL-gerichteten und einer Scrambled-
siRNA im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen, wobei hier nicht zwischen den
einzelnen siRNAs und den Transfektionsagenzien unterschieden wurde. Die
Expression wurde jeweils gegen GAPDH normalisiert. Die Daten wurden nur
dann ausgewertet, wenn das HERV-K-MEL Silencing Uber 33% betrug.
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Abbildung 3-18: Relative Quantifizierung der Expression in den Melanomzelllinien nach HERV-
K-MEL Silencing mittels gqRT-PCR. Gemessen wurde die Expression von HERV-K-MEL und
Bel2 48 h p.t. Die Normalisierung erfolgte gegen GAPDH. Als Referenzwert diente die
Expression in nichttransfizierten Zellen. Es erfolgte keine Unterscheidung der
Transfektionsagenzien oder der Lage der siRNAs. Die Anzahl der Wiederholungen betrug fir A-
375: n=91; fir SK-Mel-28: n=55 (jeweils +SEM; One-Way ANOVA; ns: nicht signifikant; ***:
p<0,001).

Die Ergebnisse zeigen, dass ein Silencing von HERV-K-MEL in der
Melanomzelllinie A-375 keine signifikante Reduktion der Bcl2-Expression zur
Folge hatte, obwohl das die in Abbildung 3-17 gezeigten Daten vermuten
lieRen. Der Stichprobenumfang der in Abbildung 3-18 berucksichtigten
Messungen war jedoch deutlich grofer. Im Gegensatz dazu zeigten die
Ergebnisse der Zelllinie SK-Mel-28 wie auch in Abbildung 3-17, dass ein HERV-
K-MEL-Silencing zu einer signifikanten Reduktion (p<0,0001) der Bcl2-
Expression fuhrte. Somit kann aus dieser Genexpressionsanalyse geschlossen
werden, dass eine Korrelation zwischen HERV-K-MEL und Bcl2 in der
Melanomzelllinie SK-Mel-28 besteht. Fur die zweite hier untersuchte Zelllinie A-
375 konnte dieser Zusammenhang jedoch nicht signifikant gezeigt werden.
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3.2.3.6 Bestimmung der HERV-K-MEL Expression nach Bcl2-Silencing

Da die vorherigen Untersuchungen ergaben, dass ein HERV-K-MEL Silencing
zu einer Regulation von Bcl2 flhrt, wurde in nachfolgenden Experimenten
gepruft, ob dieser Effekt auch vice versa zu messen ist. Daher wurden
Transfektionen mit gegen Bcl2-gerichteten siRNAs durchgefuhrt. Die dabei
verwendeten Transfektionsprotokolle entsprachen exakt denen der HERV-K-
MEL siRNAs. So wurde auch hier nach einer RNA-Isolation und cDNA-
Synthese 48 h p.t. die Expression mit einer qRT-PCR analysiert. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3-19 dargestellt.
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Abbildung 3-19: Relative Quantifizierung der Expression in den Melanomzelllinien nach Bcl2-
Silencing mittels gqRT-PCR. Gemessen wurde die Expression von HERV-K-MEL und Bcl2 48 h
p.t. Die Normalisierung erfolgte gegen GAPDH. Als Referenzwert diente die Expression in
nichttransfizierten Zellen. Es erfolgte keine Unterscheidung der Transfektionsagenzien oder der
Lage der siRNAs. Die Anzahl der Wiederholungen betrug fur A-375: n=91; fir SK-Mel-28: n=55
(jeweils £SEM; One-Way ANOVA; ns: nicht signifikant; **: p<0,01; ***: p<0,001).

Wie schon bei der Verwendung der HERV-K-MEL siRNAs zeigte sich auch bei

Verwendung der Bcl2-siRNAs eine Abhangigkeit der Genregulation in der

Melanomzelllinie SK-Mel-28. So fuhrte ein Silencing von Bcl2 auch zu einer

signifikanten Reduktion von HERV-K-MEL (p<0,001). Bei Transfektion der

zweiten Zelllinie A-375 konnte diese Korrelation nicht beobachtet werden.

Daher wurden keine weiteren Untersuchungen der Zelllinie A-375

vorgenommen.
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3.2.3.7 Expression ausgewahlter apoptoseassoziierter Gene in
Melanomzellen

Da die vorherigen Experimente auf eine Korrelation zwischen HERV-K-MEL
und Bcl2 in der Melanomzelllinie SK-Mel-28 hingewiesen haben, wurden
nachfolgend mit einer gRT-PCR anderer potenziell betroffene Apoptosegene
untersucht. Ziel war es dabei, mdglichst weitgefachert zu analysieren, ob
verschiedene Signalwege durch ein HERV-K-MEL Silencing beeinflusst
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Abbildung 3-20: Schematische Ubersicht der Apoptosewege. In Rot sind die Positionen
gekennzeichnet, an denen Bcl2 eingreift; in Blau die zusatzlich untersuchten apoptoseassoziierten
Gene. Quelle: KEGG.

Zur Auswahl der zu untersuchenden Gene wurde die Ubersicht der
Apoptosewege nach KEGG verwendet (Abbildung 3-20). Nachfolgend wird ein
kurzer Uberblick (iber die Zusammenhange und Funktionen der ausgewahlten
Gene und der von ihnen translatierten Proteine gegeben.

BCL-XL (B-cell lymphoma extra large) ist ein Transmembran-Molekul der
Mitochondrien. Es ist neben dem intrinsischen Apoptoseweg auch am
extrinsischen beteiligt, da es im Signaltransduktionsweg des FAS-Liganden
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eine Rolle spielt. Es ist eines der zahlreichen antiapoptotischen Proteine der
Bcl2-Familie und wird mit dem Uberleben von Krebszellen in Verbindung
gebracht.

Bei BAD (Bcl2-antagonist of cell death) handelt es sich um ein Protein der Bcl2-
Familie, das in der naiven, dephosphorylierten Form proapoptotisch,
phosphoryliert jedoch antiapoptotisch wirkt. Die dephosphorylierte Form bildet
mit BCL2 und BCL-XL ein Heterodimer, was eine Inaktivierung der beiden
gebundenen Proteine und eine Induktion der BAX/BAK-getriggerten Apoptose
zur Folge hat. Die Phosphorylierung von BAD durch die Proteinkinase B, die in
einem Signalweg durch PI3-Kinase initiiert wird, fuhrt zur Formierung eines
BAD-(14-3-3)-Protein Heterodimer, so dass BCL2 nicht mehr gebunden werden
und die BAX-induzierte Apoptose inhibieren kann (YANG et al., 1995).

BAX (Bcl2-associated X protein) ist ebenfalls ein proapoptotisch wirkendes
Mitglied der Bcl2-Familie. In gesunden Saugetierzellen kann der Groldteil an
BAX im Zytosol gefunden werden. Nach Initierung des Apoptose-Signalweges
kommt es zu einer Konformationsanderung des Proteins und einer Anlagerung
in den Membranen verschiedener Zellorganellen, vornehmlich denen der
aulReren Mitochondrienmembran. Es wird vermutet, dass es nach Interaktionen
mit anderen Proteinen zu einer Permeabilisierung der mitochondrialen
Membran kommt, was zur Aktivierung von diversen Caspasen fuhrt (OLTVAI et
al, 1993). Die Expression von BAX wird zudem durch das
Tumorsuppressorprotein TP53 hochreguliert und ist an der durch dieses Protein
vermittelten Apoptose beteiligt. Das TP53-Protein ist ein Transkriptionsfaktor,
der als Teil der zelluldren Stressantwort aktiviert wird und daraufhin eine
Vielzahl an Zielgenen reguliert. Es ist ein Regulator des Zellzyklus und hat
tumorsupprimierende Wirkung, da es durch die Inhibition genomischer
Mutationen die Entstehung von Krebs verhindern kann (KERN et al., 1991).

Die asparaginsaure-spezifische Protease Caspase 9 ist ebenfalls am
intrinsischen Weg der Apoptose beteiligt. Sie wird wahrend der Apoptose durch
den JNK/SAPK-Signalweg und der damit verbundenen mitochondrialen
Freisetzung von Cytochrom c¢ und Aktivierung von APAF-1 (Apoptosom) von
der proenzymatischen Form in die aktive Form uberfihrt. Nach der Initiation
spaltet Caspase 9 die Procaspasen 3 und 7, die wiederum zur Spaltung



3.2 Analyse von HERV-K-MEL und seiner Funktion in Melanomzellen und Melanozyten100

mehrerer zellularer Proteine und somit zur Apoptose fihren (EARNSHAW et al.,
1999).

Neben Caspase 9 wirkt auch Caspase 8 durch proteolytische Spaltung
aktivierend auf die Procaspase 3. Bei der Caspase 8 handelt sich um ein
Protein, das durch den FAS-induzierten Signalweg und andere apoptotische
Stimuli  aktiviert wird. Es besitzt N-terminal eine FADD-ahnliche
Effektordomane, die darauf schliefen lasst, dass es zu einer Interaktion mit
dem Protein FADD kommt (CoOHEN, 1997). Somit handelt es sich hierbei um ein
Protein, dass im Gegensatz zu den zuvor vorgestellten Proteinen ausschliellich
am extrinsischen Weg der Apoptose beteiligt ist.

Das letzte ausgewahlte Protein ist NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B cells), ein Proteinkomplex, der als Transkriptionsfaktor
agiert. Es kann in fast jedem animalen Zelltyp gefunden werden und ist an den
zelluldaren Antworten auf aufere Stimuli wie Stress, freie Radikale, UV-
Bestrahlung, viralen und bakteriellen Antigenen sowie Cytokinen beteiligt. NF-
kB nimmt eine Schlusselrolle in der Regulation der Immunantwort ein. Eine
Fehlregulation dieses Proteins wird haufig in Zusammenhang mit Krebs,
Autoimmunkrankheiten und anderen Stérungen des Immunsystems
beschrieben (GILMORE, 2006).

Bevor die Expression dieser Gene in transfizierten Melanomzellen betrachtet
wurde, wurde zunachst auch hier die endogene Expression in den
verschiedenen Zelllinien bestimmt (Abbildung 3-21). Die Messdaten wurden

gegen GAPDH normalisiert.
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Abbildung 3-21: Expressionsanalyse ausgewahlter Apoptosegene in den verschiedenen
Zelllinien. Die Bestimmung der Expression erfolgte mittels gqRT-PCR. Die Normalisierung wurde
gegen GAPDH vorgenommen. n=4 (+tSEM).

Wie anhand der endogenen Expressionsprofile der verschiedenen Zelllinien
deutlich wird, sind samtliche apoptoseassoziierten Gene in den Melanozyten
hochreguliert. Dies widerspricht jedoch der Erwartung, wonach zumindest die
antiapoptotischen Gene Bcl2 und Bcl-XL geringer in den nicht transformierten
Zellen vorliegen sollten. Fur weiterfuhrende Aussagen mussen jedoch

zusatzliche Zelllinien untersucht werden.

3.2.3.8 Expression ausgewahlter apoptoseassoziierter Gene in SK-Mel-28
nach siRNA-Silencing

Nach Messung der endogenen Expression der ausgewahlten Apoptosegene in
den in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurde untersucht, ob diese nach
einer Transfektion mit siRNAs gegen HERV-K-MEL und Bcl2 in SK-Mel-28
Zellen  beeinflusst werden. Dazu wurden die RNAs mehrerer
Transfektionsexperimente mit einer gRT-PCR untersucht (Abbildung 3-22). Die
Messwerte wurden gegen GAPDH normalisiert.
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Abbildung 3-22: Expression ausgewahlter Apoptosegene nach Silencing in SK-Mel-28. Die
Normalisierung erfolgte gegen GAPDH. n=3 (+tSEM); Signifikanztest: One-Way ANOVA (ns:
nicht signifikant; *: p<0,05; ***: p<0,001).

Bei der Verwendung von HERV-K-MEL siRNAs wurden sehr &hnlichen
Expressionsmuster gefunden. Daher wurde in der folgenden Beschreibung
nicht mehr nach siRNA Nr. 4 und 5 unterschieden, es sei denn, es wird explizit
darauf verwiesen. Die aufgeflihrten Vergleiche der Expressionshohen beziehen
sich, sofern nicht anders angegeben, auf die Ergebnisse der Transfektion mit
einer nicht zielgerichteten siRNA (Neg#1).

Der Expressionsverlauf nach Transfektion mit HERV-K-MEL siRNA konnte die
Ergebnisse der bisherigen Messungen bestatigen. Danach reguliert ein HERV-
K-MEL Silencing nicht nur das Zielgen, sondern auch die Bc/2-Expression. Die
Verwendung der gegen Bcl2-gerichteten siRNA (Bcl2#1) flhrte in den
untersuchten Proben zwar zu einem Silencing des Zielgens, die HERV-K-MEL
Expression veranderte sich im Vergleich zu den mit der Negativ-siRNA (Neg#1)
transfizierten Zellen kaum. Jedoch konnte anhand der vorherigen
Untersuchungen mit einem groReren Probenumfang eine signifikante
Korrelation gezeigt werden (Abbildung 3-19). Die Behandlung der Zellen mit der
apoptoseinduzierenden Chemikalie AMG flhrte zu einer Reduktion der HERV-
K-MEL Expression, allerdings auch zu einer Erhdhung der Bc/2-Expression,
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was der Apoptose normalerweise entgegen wirken sollte. Bei der Untersuchung
der Bcl-XL-Expression war dieser Effekt ebenfalls zu beobachten. Die
Erhéhung von Bcl-XL ist bei Verwendung von 4 mM AMG sogar signifikant
(p<0,001), obwohl das Gen genau wie Bcl2 aufgrund der Induktion der
Apoptose vermindert transkribiert werden musste. Mit diesen Ergebnissen
korreliert die Beobachtung, dass es mit 2 mM AMG zu einer verminderten
Expression des Bcl2-Antagonisten Bad kam. Jedoch konnte auch eine erhdhte
Expression des proapoptotischen Bcl2-assozierten Bax gemessen werden, was
wiederum fur die Induktion von Apoptose spricht.

Einen Einfluss der Transfektion auf Bcl-XL und Bad konnte man weder fur die
HERV-K-MEL noch fir die Bcl2-spezifischen siRNAs beobachten. Die Bax-
Expression hingegen wurde von diesen siRNAs inhibiert. Zudem kommt es bei
der Verwendung der zielgerichteten siRNAs zu einer Verminderung der
Caspase 8 Expression, die fur die HERV-K-MEL siRNA Nr. 4 sogar signifikant
ist (p<0,05). Der Einfluss der AMG-Behandlung auf die Caspase 8 Expression
hingegen war sehr gering. Jedoch konnte eine signifikante Hochregulation der
Caspase 9 unter der Gabe von 4 mM AMG beobachtet werden (p<0,05). Die
Transfektion spezifischer siRNAs flhrte zu einer Inhibition des Gens.

Bei der Analyse der TP53-Expression zeigte sich, dass sowohl die Transfektion
als auch die Behandlung mit AMG zu einer Reduktion der Transkriptbildung
fuhren. Auf die Expression von NF-kB haben beide Methoden nur einen sehr
geringen regulatorischen Einfluss.

Eine Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Messungen ist in Tabelle 3-2
aufgefliihrt. Mit + ist dabei jeweils eine Expressionssteigerung, mit — eine
Regulation angedeutet. Die Transfektionen von Bcl2- und HERV-K-MEL
siRNAs verursachten in den untersuchten SK-Mel-28 Zellen nahezu gleiche
Effekte. Es kann daher gefolgert werden, dass die HERV-K-MEL und Bcl2-
siRNAs an gleichen Positionen des Apoptoseweges regulierend wirkten.

Eine AMG-Behandlung hingegen fihrt zu einem abweichenden
Expressionsprofil, obwohl die Chemikalie laut SaLvucci (2002) ein iINOS-
Inhibitor ist, der Bcl2 inhibiert und so Apoptose induziert. In der Diskussion wird
versucht, die Zusammenhange genauer aufzuklaren.
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Tabelle 3-2: Ubersicht der Expressionsveranderungen ausgewahlter apoptoseassoziierter Gene
nach Transfektion bzw. Behandlung mit AMG in SK-Mel-28. * zeigt die Signifikanz.

siRNA

Gen HERV-K-MEL Bcl2 AMG behandelt
Bcl2 - - +
Bcl-XL + + S

Bad + + +/-

Bax - - +
Caspase 8 - - +
Caspase 9 - - +*

TP53 - - -

NF-«xB + + +

Zusammenfassend kann man aus den RNAi-Experimenten und Analysen
schliellen, dass ein HERV-K-MEL Silencing in den beiden untersuchten
Melanomzelllinien einen  mikroskopisch sichtbaren Einfluss auf die
Wachstumsdichte der Zellen hatte. Die dabei auftretenden Effekte waren in
gewissem Malde vergleichbar mit den Auswirkungen einer Zellbehandlung mit
der apoptoseinduzierenden Chemikalie AMG. Zudem konnte in der humanen
Melanomzelllinie SK-Mel-28 gezeigt werden, dass ein HERV-K-MEL Silencing
zu einer signifikanten Reduktion der Bc/2-Expression fuhrt. Umgekehrt hat auch
ein Bcl2-Silencing eine signifikante Expressionsreduktion von HERV-K-MEL zur
Folge.

Fir die zweite verwendete humane Melanomzelllinie A-375 konnten diese
Beobachtungen nicht gemacht werden. Ein HERV-K-MEL Silencing fuhrt in
diesen Zellen nicht zu einer signifikanten Reduktion der Bcl2-Expression. Auch
ein gezieltes Silencing von Bcl2 fuhrte nicht zu einer Inhibition von HERV-K-
MEL.

Die posttransfektionelle Analyse ausgewahlter apoptoseassoziierter Gene
mittels gqRT-PCR zeigte, dass eine Reduktion der HERV-K-MEL Expression zu

vergleichbaren Expressionsmustern wie die einer spezifischen Inhibition von
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Bcl2 fuhrt. Die Verwendung der apoptoseinduzierenden Chemikalie AMG fuhrte
jedoch zu abweichenden Expressionsmustern, so dass angenommen werden
kann, dass es hierbei zu einer Inhibition eines anderen Signalweges der

Apoptose kommen muss.

3.2.3.9 Transduktion von Melanomzellen mit adenoviralen shRNA-
Vektoren

Wie sich im Verlauf der Experimente herausstellte, hatte die lipid-basierte
siRNA-Transfektion auch ohne den Einsatz von siRNAs einen Einfluss auf die
transfizierten Melanomzellen (3.2.3.3; 3.2.3.4). Zudem war dieses System sehr
storanfallig und wenig robust. Daher wurde nach Alternativen gesucht, um nach
Mdglichkeit eine zuverlassige Regulation der Genexpression zu erlangen. So
wurde die Herstellung adenoviraler shRNA-Vektoren bei der Firma Sirion in
Auftrag gegeben, die ein Silencing der Zielgene von etwa 70% in SK-Mel-28
erzielen sollten.

MOl =10 MOl = 40

Abbildung 3-23: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach Transduktion von SK-Mel-28 mit Ad-
EGFP mit unterschiedlichen MOls 48 h p.t. Die Bilder wurden freundlicherweise von Rouven Heisler,
Institut fir Virologie, Uniklinikum Goéttingen aufgenommen. 400fach vergrof3ert.
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Die Transduktion wurde nach den Vorgaben von Sirion durchgefuhrt, wobei
zunachst geprift wurde, ob tatsachlich die empfohlene MOI (Multiplicity Of
Infection) von 40 erforderlich war. Zur optischen Kontrolle der
Transduktionseffizienz wurde ein mit EGFP-gekoppelter adenoviraler Vektor in
SK-Mel-28 verwendet und die Zellen 48 h nach Transduktion im Fluoreszenz-
Mikroskop betrachtet (Abbildung 3-23). Dabei zeigte sich, dass eine MOI von 1
oder 10 zu nur sehr wenigen transduzierten Zellen fihrt. Daher wurden zur
Expressionsanalyse nur die mit einer MOl von 40 transduzierten Zellen
eingesetzt. Die Proben wurden dabei nach dem bereits beschriebenen Ablauf
aufgearbeitet. Die Expression wurde gegen GAPDH normalisiert und mit der
Expression nach Transduktion des leeren Kontrollvektors Ad-PL verrechnet
(Abbildung 3-24). Parallel zu SK-Mel-28 wurden A-375 Zellen transduziert.

A-375 SK-Mel-28
B Ad-HERV-K-MEL-767 150-
0 Ad-HERV-K-MEL-1204
Bl Ad-Bcl2-536

100 Bl Ad-Bcl2-544

150+

1004

relative Expression
(%)
(=]
1

relative Expression

HERV-K-MEL Bcl2 HERV-K-MEL Bcl2

Abbildung 3-24: Verbleibende Expression nach Transduktion von SK-Mel-28 mit Adeno-shRNA-
Viren bei einer MOI von 40. Die Analyse wurde 48 h p.t. vorgenommen. Die Normalisierung
erfolgte gegen GAPDH. Als Referenzwert diente die Expression nach Transduktion des
Kontrollvektor Ad-PL. n=1.

Die Verwendung der Adeno-shRNA-Viren in den beiden Melanomzelllinien
brachte in dem ersten Experiment Ergebnisse unterhalb der gewilnschten
Inhibition des jeweiligen Zielgens von 70%. So konnte in A-375 Zellen weder
durch den Einsatz der gegen HERV-K-MEL noch der gegen Bcl2-gerichteten
shRNAs eine signifikante Reduktion der Expression des Zielgens erreicht
werden. In der Zelllinie SK-Mel-28 flihrte lediglich Ad-HERV-K-MEL-767 zu
einem Silencing von etwa 40%.

Da dieses Experiment nicht erneut wiederholt wurde, handelt es sich bei den

hier vorgestellten Daten lediglich um Tendenzen. Anhand der relativ geringen
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Effekte der Adenoviren auf das jeweilige Zielgen ware an dieser Stelle vor
weiteren Analysen zunachst eine Titration der Viren ahnlich wie bei der
vorgestellten siRNA-Optimierung notwendig. Da die Viren jedoch erst
unmittelbar vor Beendigung dieser Arbeit fertiggestellt wurden, konnte dies nicht

mehr vorgenommen werden.

3.2.3.10 Herstellung eines Uberexpressionsklon zur Transfektion von

Melanozyten

Um die Auswirkung einer erhéhten HERV-K-MEL Expression in Melanozyten zu
untersuchen, wurde versucht, einen Uberexpressionsklon herzustellen, der das
von SCHIAVETTI beschriebene env-Transkript enthalt. Dafir wurde zunachst
mittels PCR der gesamte HERV-K-MEL-Bereich aus dem Cosmid RP11-
332P24 im Bereich 79081 bis 89946 amplifiziert. Die genaue Ubersicht der
Klonierplanung ist in Abbildung 3-25 dargestellt. Da das Cosmid die
genomische HERV-K-MEL Sequenz enthalt, musste der gag/pol-Bereich
kinstlich entfernt werden. Dazu wurden zwei PCRs durchgefihrt, um das erste
Exon (downstream der Spleil3stelle) und das zweite Exon (upstream der
Spleillstelle) zu amplifizieren und zusatzliche Schnittstellen fur die Klonierung
einzubringen. Die entstehenden Produkte wurden nach anschliellenden Verdau
mit den entsprechenden Restriktionsenzymen in den pBSK-Vektor ligiert
(Abbildung 3-25).

Der so erhaltende pBSK-HERV-K-MEL-Subklon sollte im Folgenden in einen
retroviralen Vektor (pRevTre) umkloniert werden, um eine stabile Integration
und Uberexpression zu erzielen. Zusétzlich sollte der Klon mit EGFP versehen
werden, womit eine mikroskopische Kontrolle der Transfektion des Plasmids in
die Melanozyten mdglich gewesen ware. Leider scheiterte die Klonierung
bereits bei der Transformation des Subklons in DH5a-Bakterien. Es war trotz
zahlreicher und langwieriger Versuche nicht moglich, positive Klone zu erhalten.
Deshalb wurde ein Auftrag zur Klonierung an die Firma Geneart erteilt. Auch
dieser Ansatz blieb ohne Erfolg, wobei die Grinde nach wie vor ungeklart sind.
Eine Untersuchung des Einflusses von HERV-K-MEL env-Uberexpression in

Melanozyten war somit nicht moglich.
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Ausgangsmaterial: Cosmid RP11-332P24 (79081-89946)

... GAACAGGGACTTGAACAAAGAAGGTCTGCTGGAGCAGAAAAAGTGAAACTGACCAGA
TGAATGAGAAACCCTGGGATGAGTCTGCCTGCAGAGGATATAAG-——--
GAGATGGATAAACCGTGTGAGTGCCCTCAAGTTGTGTGCGACCATGCAATGGGAGAL 1w

GA..
Gewlnschtes Produkt:

57- ..CTGCCTGCAGAGGATATAAGGAGATGGATAAACCGTGTGAGTGCCCTCA.. -3~
37 - ..GACGGACGTCTCCTATATTCCTCTACCTATTTGGCACACTCACGGGAGT... -5~

Einfihren einer BsmBI-Schnittstelle

ZK 1_PCR-Rev:

5”—- CTGCCTGCAGAGGATATAAG |[GAGA T GAGACG AGTACC GG-
3” L___T BsmBI

37— GACGGACGTCTCCTATATTC CTCT A CTCTGC TCATGG cC-
5

ZK_1_.PCR-For:

5”- GTCCG GCACACTTCACATCAGGGTTC - 3”

ZK_2_PCR-For:
57- GG G GTAC F CGTCTC G ?AGA TGGATAAACCGTGTGAGTGCC -3
Kpnl

BsmBI

3”- CC C CATG G GCAGAG C CTCT ACCTATTTGGCACACTCACGG -5~

ZK_ 2 _PCR-Rev:
5%- CTCC GGGGGCTCCTTGCTTCTAG -3 7
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BsmBI/ BsmBI

HERV-K-MEL 1. Teil fov g v HERV-K-MEL 2 Teil for

Kpnl

N

/

pBSKIl+

pBSKIl+

1.Subklon 2.Subklon

Verdau mit BsmB/ und

dann LMP-Gel
pBSKIl+ linearisiert in LMP-Gel Insert im LMP-Gel
— v
——
Ligation

Spleilstelle

57- ..CTGCCTGCAGAGGATATAAGGAGATGGATAAACCGTGTGAGTGCCCTCA.. -3
37— ..GACGGACGTCTCCTATATTCCTCTACCTATTTGGCACACTCACGGGAGT.. -5~

l

HERV-K-MEL env

v

pBSKII+
HERV-K-MEL
Subklon

Abbildung 3-25: Klonierplanung fiir einen HERV-K-MEL env-Uberexpressionsklon. Angegeben
ist in Gelb jeweils der Bereich, in dem laut SCHIAVETTI das Spleifen erfolgt.
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3.3 Die Rolle von HERV-K bei SIV-Infektion

Nach der Untersuchung der HERV-K Expression im Zusammenhang mit
malignen Melanomen in vitro sollte in dieser Arbeit auch die Expression
wahrend einer Erkrankung in vivo analysiert werden. Da jedoch u.a. keine
vergleichenden Analysen mit Werten vor und nach Erkrankung moglich sind,
wurde die Untersuchung einer von Aul3en induzierten Infektionserkrankung
bevorzugt. Zudem bietet sich bei einer Infektion die Moglichkeit, eine direkte
Korrelation von Viruslast und HERV-K Expression zu untersuchen.

Im Jahr 2007 beschrieben CONTRERAS-GALINDO und Kollegen, dass 70% der mit
HIV-1 infizierten Personen Antikérper gegen HERV-K (HML-2) aufweisen.
Aulerdem wurde beobachtet, dass es zu einer erhohten HERV-K pol-
Expression in PBMCs und teilweise in CD4+-Zellen bei HIV-1 Patienten kommt.
Eine Infektion von PBMCs mit HIV-1 in vitro fuhrte ebenfalls zu erhéhte RNA-
und Proteinexpression. Aul3erdem konnte im Plasma von 95% der untersuchten
HIV-1 infizierten Personen HERV-K RNAs nachgewiesen werden, die
vornehmlich den HML-2 und HML-3 Familien zugeordnet werden konnten
(CONTRERAS-GALINDO et al., 2006a).

Da es bisher keine Veroffentlichungen Gber einen potenziellen Zusammenhang
zwischen der HERV-K Expression und SlV-Infektionen in vivo gibt, wurden
RNA-Isolate von Rhesus-Makaken (Macaca mulatta) genutzt, die im Rahmen
von Impfstoffstudien am Deutschen Primatenzentrum (DPZ) mit SIV infiziert
wurden. Aulierdem wurde untersucht, ob es zu einer erhéhten Expression nach
SlIV-Infektion einer humanen T-Zelllinie kommt, da Uber eine Korrelation von
HERV-K und SIV in vitro ebenfalls nichts bekannt ist und die Ergebnisse der in
vivo-Untersuchung direkt verglichen werden konnen.

3.3.1 Adaption der humanen Primer an das Makaken-Genom

Da die von CONTRERAS-GALINDO entworfenen Primer spezifisch fur das humane
Genom sind, wurde zunachst betrachtet, ob eine Adaption der Primer an das
Makaken-Genom ndtig ist. Dazu wurde ein Sequenzvergleich eines typischen
HERV-K (HML-2) Elements gegen das Affengenom vorgenommen. Als humane
Ausgangssequenz diente dabei NT_023736.16, das auf dem Chromosom 8
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liegt. AnschlieBend erfolgte ein Abgleich dieser Nukleotidabfolge in der NCBI-
Datenbank gegen Macaca mulatta (taxid:9544). Es ergaben sich dabei mehrere
Treffer, wobei einige ausgewahlt und in einen Sequenzvergleich eingesetzt
wurden (siehe Anhang). Anhand dieser Vergleiche wurden die humanen Primer
an die Macaca mulatta-Sequenz angepasst und fur nachfolgende qRT-PCR in
SIV-infizierten Makaken genutzt.

3.3.2 Expressionsanalyse von HERV-K (HML-2) bei SIV-
infizierten Makaken

Zur Untersuchung der HERV-K (HML-2) Expression in mit SlV-infizierten
Makaken wurde RNA verwendet, die von Bianka Mul3il (DPZ) im Rahmen ihrer
Doktorarbeit aus PBMCs isoliert wurde. Infizierte Makaken zeigen generell zwei
unterschiedliche Viruslastverlaufe (Abbildung 3-26). Typisch ist der Verlauf der
Progressoren, bei denen die Viruslast nach der Peak-Viramie nur kurzzeitig
wieder abfallt, bevor sie nach einigen Wochen erneut stark ansteigt und bis zur
Auspragung des Krankheitsbildes AIDS konstant hoch bleibt.
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Abbildung 3-26: Typische Viruslastverlaufe bei SIV-infizierten Makaken. Die Bestimmung der
Viruslast erfolgte mittels qRT-PCR. Mit freundlicher Genehmigung von Tina Schultheiss (AG
Stahl-Hennig, DPZ).
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Anders ist der Verlauf der Viruslast bei den so genannten Virus-Controllern oder
LTNPs (Long Term Non-Progressors). Bei diesen Tieren kommt es zwar
ebenfalls zu einer Peak-Viramie nach Infektion und einem anschlieRenden
Abfall der Viruslast, jedoch bleibt diese auch in der darauf folgenden Zeit sehr
niedrig. Dieser Verlauf tritt jedoch selten auf, wird aber vom speziellen
genetischen Hintergrund dieser Tiere begulnstigt (SAUERMANN et al., 2008). Die
fur diese Arbeit verwendeten Tiere wurden zudem als LTNPs klassifiziert, wenn
sie mehr als 150 Wochen nach Infektion keine Zeichen von AIDS zeigen und
ihre Viruslast unter dem Wert von 10* RNA-Kopien pro ml Plasma bleibt.

Aus der Gruppe der Progressoren und LTNPs wurden RNA-Proben von
Makaken ausgewahlt, die in der Virusbelastung die typischen zuvor
beschriebenen Verlaufe zeigten. Somit konnte gewahrleistet werden, dass die
in der Analyse betrachteten Tiere den Gruppen exakt zugeordnet werden
konnten. Daraufhin wurden unter Verwendung der Makaken-adaptierten HML-
2-Primer (3.3.1) die RNAs einzelner Tiere auf die HML-2 Expression mit einer
gRT-PCR untersucht (Abbildung 3-27). Dabei wurde gegen GAPDH
normalisiert.
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Abbildung 3-27: Quantifizierung der HERV-K (HML-2) Expression ausgewahlter Tiere
(Macaca mulatta) durch qRT-PCR. Die Normalisierung erfolgte gegen GAPDH. Die RNAs
wurde freundlicherweise von Bianka Mufil (AG Sopper, DPZ) zur Verfligung gestellt.
Signifikanztest: ANOVA (ns: nicht signifikant; **: p<0,01).
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Wie aus der Abbildung 3-27 hervorgeht, kommt es nach SIV-Infektion in den
Makaken nicht zu signifikanten Erhéhung der HERV-K (HML-2) Expression.
Lediglich die Gruppe der LTNPs zeigt eine signifikant erhdhte Expression im
Vergleich zu den infizierten Tieren (p<0,01), die allerdings nicht signifikant zu
den nicht-infizierten ist. Leider war die Probenanzahl der LTNPs begrenzt, so
dass hier keine weiteren Tiere untersucht werden konnten. Es lasst sich jedoch
vermuten, dass es generell nicht zu einer Erhdhung der HERV-K (HML-2)

Expression nach SIV-Infektion in vivo kommt.

3.3.3 Expressionsanalyse von HERV-K (HML-2) in vitro

Da die Untersuchung der HERV-K (HML-2) Expression in vivo keine
Veranderungen nach SIV-Infektion zeigte, wurde die Expression in vitro
betrachtet. Dazu wurden C8166-Zellen, eine humane T-Zelllinie, mit SIV
infiziert. Die Infektion, RNA-Isolation und Virustiterbestimmung mit gag-
spezifischen SIV-Primern wurde von der AG Motzkus am Deutschen
Primatenzentrum durchgefiihrt. Die HML-2 Expressionsmessung erfolgte mittels
gRT-PCR mit den von CONTRERAS-GALINDO entwickelten humanen HERV-K
(HML-2) pol-Primern, da es sich hier um eine humane Zelllinie handelt
(Abbildung 3-28). Die Normalisierung erfolgte gegen GAPDH, der AACT-Wert
errechnet sich aus der Differenz der infizierten und der nicht-infizierten Probe
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Abbildung 3-28: SIV-Viruslastverlauf und HERV-K (HML-2) Expression nach SIV-Infektion von
C8166. Die Quantifizierung der HML-2 Expression und der Viruslast erfolgte mittels qRT-PCR. Die
Normalisierung wurde gegen GAPDH vorgenommen. Die RNAs und die Werte der Viruslast

wurden freundlicherweise von der AG Motzkus (DPZ) zur Verfligung gestellt.
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Wie aus Abbildung 3-28 ersichtlich wird, nimmt die Viruslast nach SIV-Infektion
kontinuierlich zu. Die HERV-K (HML-2) Expression folgt nicht dem Verlauf der
Viruslast und scheint vollkommen unabhangig von dieser zu sein. Es scheint
somit keine Korrelation zwischen Viruslast und HML-2 Expression im Verlauf
der Infektion vorzuliegen. Zudem kann nicht gezeigt werden, dass eine SIV-
Infektion von C8166-Zellen generell mit einer erhéhten HERV-K (HML-2)

Expression in vitro einhergeht.

3.3.4 Expressionsanalyse diverser HERV-K Mitglieder in vitro

Zusatzlich zu der gRT-PCR-Bestimmung der Expression von HERV-K (HML-2)
wurden die aus den mit SlV-infizierten C8166-Zellen gewonnenen RNAs in
einen HERV-spezifischen Mikroarray eingesetzt und analysiert. Dieser basiert
auf dem von SEIFARTH und Kollegen (2005) veroéffentlichen Mikroarray und
wurde im Labor von Frau Prof. Leib-Mosch in Neuherberg von Michelle
Vincendeau durchgefuhrt. Die fur den Array verwendeten Sonden liegen im pol-
Bereich der HERVs. Das Ergebnis des Arrays ist in Abbildung 3-29 dargestelit.
Zu sehen ist jeweils die nicht infizierte Kontrolle und die infizierte Probe. Die in
der Abbildung aufgefuhrte Klasse Il umfasst die Mitglieder der HERV-K Familie.
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Abbildung 3-29: Ergebnisse eines HERV-spezifischen Mikroarrays. Eingesetzt wurden
RNAs von Tag 11 nach Infektion der C8166-Zellen mit SIV. Mit freundlicher
Genehmigung von Michelle Vincendeau und Prof. Leib-M&sch, Neuherberg.
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Wie anhand des Mikroarrays zu erkennen ist, kommt es zu einigen Anderungen
in der Expression einzelner HERV-K Sequenzen. Jedoch kam es nach SIV-
Infektion nicht zu einer Erhdhung der HML-2 Expression, was mit den
Ergebnissen der qRT-PCR in 3.3.3 korreliert. Erstaunlich waren aber die
starken Expressionssteigerungen der Familien HML-3, -4, -5, -6 und -10.

Die Ergebnisse des Arrays wurden daraufhin mittels qRT-PCR unter
Verwendung der gleichen RNA-Proben wie im Array uUberpruft. Zunachst
wurden lediglich die HML-3 Elemente Seq 34 und SLE 66676 sowie HML-2
unter Verwendung der von CONTRERAS-GALINDO entworfenen Primer
(CONTRERAS-GALINDO et al., 2007) fur den Tag 11 und 16 nach Infektion
analysiert. Die Normalisierung erfolgte gegen GAPDH. Die AACT-Werte
ergeben sich aus der Differenz der Werte der infizierten und nicht-infizierten

Probe. Dabei kam es zu den in Abbildung 3-30 aufgefuhrten Ergebnissen.
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Abbildung 3-30: Relative Quantifizierung der Expression verschiedener HML-Mitglieder
nach SIV-Infektion in C8166 mittels qRT-PCR. Die Normalisierung erfolgte gegen GAPDH.

Es war am Tag 16 p.i. eine deutlichen Expressionssteigerung von HML-2 und
HML-3 (SLE 66676) zu messen, wogegen die Expression von HML-3 (Seq 34)
nur leicht anstieg. Es scheint so, dass es im spaten Verlauf der Infektion zu
einer erhdohten Expression dieser Elemente kommt. In dem Mikroarray
(Abbildung 3-29), der die Ergebnisse von Tag 11 zeigt, war dies fur die HML-2
Gruppe nicht zu beobachten. Jedoch muss hierbei bedacht werden, dass es
sich bei den im Mikroarray eingesetzten Sonden um andere Bereiche der
jeweiligen Sequenz handelt als die der Primer. Zwar wurde beim Design
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versucht, einen der Primer auf oder in unmittelbarer Nahe der Sondensequenz
zu positionieren. Da es sich hier aber um hochhomologe Bereiche handelt,
kann nicht ausgeschlossen werden, dass sowohl bei der Hybridisierung der
Proben an die Sonden des Mikroarrays als auch bei der Amplifikation in der
gRT-PCR andere Mitglieder der jeweiligen Familien in den Messungen mit
gemessen wurden.

Zur Uberprifung der erhdhenden Expressionsverlaufe wahrend der Infektion
wurden RNA-Isolate eines weiteren SIV-Experiments in einer gRT-PCR
untersucht (Abbildung 3-31). Es bot sich jedoch ein vollkommen anderes
Expressionsprofil als in dem vorherigen Lauf. So konnte keine Tendenz einer

erhdhten Expression der jeweiligen Elemente beobachtet werden.
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Abbildung 3-31: Relative Quantifizierung der Expression verschiedener HML-Mitglieder nach
SIV-Infektion in C8166 mittels qRT-PCR in einer weiteren Versuchsreihe. Die Normalisierung
erfolgte gegen GAPDH.

Da bei der Viruslastbestimmung dieses Experiments ein kontinuierlicher Anstieg
zu verzeichnen war, der dem Verlauf in Abbildung 3-28 ahnelte (nicht gezeigt),
konnte aus diesen Beobachtungen geschlossen werden, dass keine Korrelation
von SlIV-Viruslast und Expression sowohl der untersuchten HML-2 als auch
HML-3 Sequenzen vorlag. Allerdings wurden in diesem Experiment die RNA-
Isolationen lediglich bis zum Tag 11 p.i. vorgenommen. Die Ergebnisse der
Messungen aus Abbildung 3-30 zeigten jedoch, dass erst im spaten Verlauf der
Infektion eine erhdhte Expression der Elemente zu messen war. Daher sollten
an dieser Stelle Analysen Uber einen langeren Zeitraum durchgefuhrt werden.
Zudem waren fur klare Aussagen hinsichtlich der unterschiedlichen Expression
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von HML-Familien nach SIV-Infektion in vitro die Analyse weiterer Experimente
sowohl im Mikroarray als auch in der gqRT-PCR nétig. Sowohl die Analyse der
Expression im Zeitverlauf als auch die Uberprifung der Arraydaten wird gerade
in einer Kooperation mit dem Labor von Frau Prof. Leib-Mdsch durchgefuhrt.
Weitere Ergebnisse sind daher noch nicht bekannt, werden aber nach
Abschluss der Untersuchungen im Rahmen der Dissertation von Frau Michelle

Vincendeau veroffentlicht.



4 DISKUSSION

4.1 Die Analyse der HERV-K (HML-6) Expression in
Melanomzellen und Melanozyten mit einer 5°-
RACE-PCR

Die Mitglieder der evolutionar sehr jungen HERV-K Familie sind im Gegensatz
zu anderen HERVs weitgehend intakt und stellen die biologisch aktivste Familie
dar. Die HERV-K (HML-6) Gruppe ist mit ca. 30-40 Kopien im haploiden Genom
des Menschen vertreten. Aul3erdem findet man etwa 50 solitare HML-6 LTRs
im humanen Genom verteilt, die auch als LTR3-Elemente bezeichnet werden.
Diese HERVs ist besonders interessant, da individuelle Mitglieder in Leber,
Lunge und PBMCs unterschiedlich stark exprimiert werden (MEDSTRAND &
BLOMBERG, 1993; ANDERSSON et al., 1996) und eine Assoziation mit bestimmten
Tumorarten postuliert wird.

In letzter Zeit gibt es standig wachsende Hinweise auf eine Beteiligung der
HERV-K (HML-6) Gruppe an der Entstehung von malignen Melanomen
(BUSCHER et al., 2005; WEERARATNA et al., 2009). Daher wurde in dieser Arbeit
ein System zur spezifischen Amplifikation der HML-6 Transkripte mit einer 5°-
RACE-PCR in Melanomzellen entwickelt, das sich die hohe Homologie der
LTR3-Elemente zunutze macht. Nach der gelelektrophoretischen Auftrennung
der entstandenen Amplifikationsprodukte =zeigte sich, dass jede der
verwendeten Zelllinien ein ganz spezifisches, individuelles Bandenmuster und
somit Expressionsprofil aufwies. Bei jeder Zelllinie waren auffallige Banden zu
sehen, die in den anderen nicht oder zumindest nicht in dieser Starke zu finden
waren. Einige spezifische Transkriptbanden wurden aus einem praparativen
Agarosegel ausgeschnitten, gereinigt und nach Klonierung sequenziert. Die
bioinformatische Analyse einzelner Sequenzabschnitte und der Abgleich mit
offentlichen Datenbanken ergab fur nahezu alle Amplifikate einen Hinweis auf
einer Expression in malignen Melanomen oder in melanozytenhaltigen
Geweben.

Die Untersuchung eines aus dem Melanozytenisolat amplifizierten Transkripts
(Bande 1) zeigte Ubereinstimmungen mit einer Sequenzfolge, deren Expression
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im Zusammenhang mit malignen Melanomen beschrieben wurde. Der
Nachweis einer Expression in Melanozyten lasst darauf schliefen, dass es
bereits in den als Vorlaufer bezeichneten Zellen zu einer Aktivierung einzelner
LTR3-Elemente kommt, und nicht erst nach maligner Transformation der Zellen.
Die Sequenzfolge eines weiteren analysierten Transkripts (Bande 2) wird laut
Datenbank im menschlichen Augapfel exprimiert. Die Expression dort ist in
diesem Zusammenhang interessant, da sich Melanozyten auch in der Aderhaut
und der Regenbogenhaut des Auges finden. Eine erhdhte Transkriptbildung von
HERV-K (HML-6) Mitgliedern in Augenmelanomen wurde u.a. von SCHIAVETTI
fur das im Folgenden untersuchte HERV-K-MEL beschrieben.

Ein weiteres untersuchtes Transkript (Bande 4) wies nach Analyse in der
Datenbank keine keine chromosomale Ubereinstimmung auf, sondern zeigte
eine hohe Homologie zum mitochondrialen Genom. Dies kdnnte als ein Hinweis
auf die Verbindung der HERV-K (HML-6) Expression und dem mitochondrialen,
intrisischen Apoptoseweges sein, die im zweiten Teil der Diskussion noch
genauer betrachtet werden wird.

4.1.1 Transkriptanalysen mit spezifischen HML-6 Primern
konnen Hinweise auf neue Melanommarker geben

Die Analyse der untersuchten Transkripte lieferte einen Beweis fir die
Funktionalitat der entworfenen Primer und der Methode. Es wurde keine
Quantifizierung oder umfassende Qualifizierung transkribierter LTR3 Elemente
vorgenommen. Anhand der gewonnenen Ergebnisse lasst sich jedoch
feststellen, dass die hier etablierte Methode eine schnelle Madglichkeit der
Transkriptanalyse offeriert. Weitere Analysen Uber SAGE (Serial Analysis of
Gene Expression) oder Differential Display kéonnten mit dieser Methode
verknupft werden, so dass differenziell transkribiete HERV-K (HML-6)
Mitglieder untersucht werden kdnnen. Zudem bietet eine Verbindung mit SAGE
die Mdglichkeit der Quantifizierung der Expression anhand der Haufigkeit des
Auftretens eines individuellen Tags (VELCULESCU et al., 1995). Hierbei handelt
es sich um kurze Fragmente von etwa 26 Nukleotiden, die durch Spaltung des
Transkripts mit einer spezifischen Restriktionsendonuklease vom Typ |lI

entstehen. Inwieweit eine kurze Sequenzfolge in dem vorliegenden Fall zur
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Analyse der LTR3 Transkripte ausreicht, ist nicht untersucht. Sollte sich die
Analyse mit SAGE als funktionell erweisen, so ware lediglich eine
Sequenzierung weniger Klone nétig, um quantitative und qualitative Aussagen
uber transkribierte LTR3 Elemente machen zu kdnnen. Somit ware es moglich,
.genetische Fingerabdricke® unterschiedlicher Gewebe und Zelllinien
herzustellen. Aber auch ohne die relativ zeit- und arbeitsintensive SAGE-
Analyse ist es mit der vorgestellten 5-RACE-PCR maoglich, charakteristische
Expressionsprofile Uber eine Gelelektrophorese visuell oder durch
Sequenzierung zu untersuchen. Auf diese Weise konnten verschiedene
Melanomzelllinien und Melanozytenisolate miteinander verglichen werden, so
dass stark exprimierte und spezifische Amplifikate schnell und einfach
analysierbar waren. Unter Umstanden kénnten so neue Tumormarker ausfindig
gemacht oder zumindest die Anzahl potenzieller Kandidaten eingegrenzt
werden. Sollten sich optisch bereits anhand von spezifischen
Expressionsmustern durch Transformation bedingte Verschiebungen in der
Transkription zeigen, so ware auch ein diagnostischer Einsatz dieser Methode
denkbar. Zudem kann die Methode auf weitere HERV-Familien, Gewebe und
Zellen ausgeweitet werden. Initial ist es lediglich notwendig, eine moglichst
umfassende Datenbank fur die jeweils zu untersuchende HERV-Gruppe zu
erstellen, anhand derer spezifische Primer entworfen werden kénnen.

4.2 Die Expression von HERV-K-MEL beeinflusst das

Wachstum von Melanomzelllinien

HERV-K-MEL, ein Mitglied der HML-6 Gruppe, wurde erstmals von SCHIAVETTI
und Kollegen beschrieben. Es handelt sich dabei um ein SpleiRprodukt eines
vollstandigen Provirus, das auf Chromosom 16 lokalisiert ist. Das dokumentierte
Transkript besteht nach Spleilvorgang lediglich aus dem env-Bereich, der von
den LTRs flankiert wird. Eine vermehrte Transkription konnte in
Melanomisolaten nachgewiesen werden. Auch in Muttermalen, die haufig als
Vorlaufer maligner Melanome betrachtet werden, wurde eine erhohte
Expression gezeigt. In nicht-transformierten Melanozyten wurden hingegen
keine bzw. eine sehr geringe Anzahl an Transkripten gemessen. Daher wurde
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von SCHIAVETTI postuliert, dass HERV-K-MEL als frUher Marker fur eine
Transformation der Melanozyten in tumorésem Gewebe geeignet sein konnte
(SCHIAVETTI et al., 2002).

Zur weiteren Aufklarung der moglichen Rolle von HERV-K-MEL in der
Tumorentstehung wurden RNAIi-Experimente in Melanomzelllinien durchgefihrt,
in denen die Auswirkungen eines Silencings auf Zellwachstum und -
Morphologie analysiert wurden. Zudem wurden Expressionsanalysen der Zellen
vor und nach Transfektion erstellt. Bei der Bestimmung der endogenen
Expression von HERV-K-MEL in den verwendeten Zelllinien konnte eine
erhohte Expression des Gens in beiden Melanomzelllinien gemessen werden,
was die Beobachtung von SCHIAVETTI bestatigte. Die Transkriptbildung war in
der Melanomzelllinie SK-Mel-28 etwa um das 4-fache, in der zweiten
Melanomzelllinie A-375 sogar um das 8-fache gegenuber der Expression in der
Referenzzelllinie NHEM erhdht. Somit konnte eine potenzielle Bedeutung von
HERV-K-MEL im Transformationsprozess nicht ausgeschlossen werden und

wurde daher im Folgenden weiter analysiert.

4.2.1 Die Messung von RNA-Interferenz ist in Melanomzellen
trotz optimierter und konstanter Bedingungen schlecht
reproduzierbar

Nach der Bestatigung der Funktionalitdt des Systems und der Messmethode
der gRT-PCR wurde die Technik der RNA-Interferenz (RNAI) eingesetzt, um
eine spezifische Regulation des HERV-K-MEL Transkripts in Melanomzellen zu
erzielen. Die sequenzspezifische Herabregulation eines Gens durch ein kurzes
Stlck doppelstrangiger, zu einem Abschnitt des Zielgens komplementarer RNA
beruht auf dem naturlich vorkommenden, hochkonservierten System der Zellen
zur Verteidigung gegen Viren und zur post-transkriptionellen Regulierung von
zelleigenen Genen (SHARP, 2001). Vor dem Einsatz spezifischer siRNAs
wurden Titrationen in den Melanomzellen zur Optimierung der
Reaktionsbedingungen wie Transfektionszeitpunkt, siRNA- und Agenzmenge
vorgenommen. Die Messungen erfolgten dabei unter Zuhilfenahme
verschiedener Methoden wie Durchflusszytometrie und
Fluoreszenzmikroskopie. Es zeigte sich, dass eine individuelle Optimierung fur
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Zelllinien vor dem Einsatz der lipid-basierten siRNA-Transfektion erforderlich
war. Zudem musste auf Einhaltung einer maximal tolerierten siRNA- und
Agenzkonzentration geachtet werden. Eine weitere Erhdhung der Mengen
fuhrte zu zytotoxischen Effekten in den Zellen. Wurde dagegen zu wenig siRNA
eingesetzt, so lagen die Effizienzen teilweise unter der Nachweisgrenze. Zudem
wurde versucht, ein robustes Protokoll zu etablieren, das Ergebnisse mit
moglichst geringen Abweichungen erzielte. Dennoch kam es im Verlauf der
Messungen immer wieder zu starken Schwankungen in der Effizienz der
Transfektion, obwohl auf die Einhaltung konstanter Bedingungen geachtet
wurde. Dies erschwerte eine Reproduktion und die Auswertung der Messdaten.
Aulerdem waren in einigen Fallen Tendenzen erkennbar, die jedoch nicht
signifikant bestatigt werden konnten. Die beschriebenen Experimente zur RNA-
Interferenz  wurden daher mehrfach wiederholt, gemittelt und statistisch
ausgewertet.

4.2.2 siRNAs gegen unterschiedliche Positionen des HERV-K-
MEL haben eine vergleichbare Silencingeffizienz

Far die RNA-Interferenz-Analyse zum Einfluss eines HERV-K-MEL Silencings
wurden sechs verschiedene siRNAs gegen das Zielgen mit bioinformatischen
Programmen entworfen. Das Design der siRNAs basierte dabei auf der von
SCHIAVETTI publizierten Sequenz des HERV-K-MEL env-Transkripts. Neben den
herkdmmlichen 21mer-siRNAs wurden auch zwei 27mer-siRNAs verwendet, da
diese aufgrund einer besseren Prozessierung im Dicer-Komplex zu einem bis
zu 100-fach hoheren Silencing fuhren kdonnen (Kim et al., 2005). Dies konnte
jedoch im Verlauf der Arbeit fur die eingesetzten siRNAs nicht bestatigt werden.
Erste Experimente zeigten, dass samtliche verwendeten siRNAs zu einer
Regulation der HERV-K-MEL Expression fuhrten, die in der Starke minimal
variierte. Daraus kann geschlossen werden, dass das Silencing unabhangig
von der Lage der siRNAs funktionell war. Zudem deuten die Ergebnisse darauf
hin, dass das HERV-K-MEL Transkript tatsachlich in der von SCHIAVETTI
beschriebenen Form gebildet wurde.
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4.2.3 Das Silencing von HERV-K-MEL fiihrt zu einer
verminderten Wachstumsdichte der Melanomzellen

Bei der mikroskopischen Untersuchung von Zellkulturen der beiden Linien A-
375 und SK-Mel-28 konnte beobachtet werden, dass es zu einer deutlichen
Abnahme der Wachstumsdichte und vereinzelter Abrundung der mit HERV-K-
MEL siRNA transfizierten Zellen kam. Zum Ausschluss eines potenziell durch
das Transfektionsagenz hervorgerufenen Effekts wurde eine Scrambled-siRNA
eingesetzt, die aus den gleichen Nukleotiden wie die zielgerichtete siRNA
besteht, deren Sequenzfolge jedoch verandert wurde. Es zeigte sich bei deren
Verwendung keine Veranderung der Wachstumsdichte im Vergleich zu nicht
transfizierten Zellen, so dass von einem spezifischen, durch HERV-K-MEL
Silencing induzierten Effekt ausgegangen wurde. Eine mikroskopische
Zellzahlung nach Tryptanblau-Farbung konnte jedoch nicht zeigen, dass die
geringere Konfluenz mit einer Abnahme der Zellzahl korreliert ist.

Wahrend der gesamten Transfektionsexperimente konnte immer wieder
mikroskopisch eine verminderte Wachstumsdichte festgestellt werden. Daher
wurde durchflusszytometrisch auf eine potenzielle Apoptoseinduktion nach
Silencing untersucht. Es traten jedoch aufgrund der alleinigen Behandlung der
Zellen mit dem jeweiligen Transfektionsagenz so deutliche Veranderung der
Zellgranularitat und -gréfl3e auf, dass ein Vergleich der transfizierten und nicht
transfizierten Zellen erschwert war. Zudem muss die Moglichkeit in Betracht
gezogen werden, dass das eingesetzte Annexin V-Konjugat fur die Zellfarbung
nach Transfektion nicht geeignet war. Annexin V, welches ein calcium- und
phospholipidbindendes Protein ist, bindet vornehmlich an Phosphatidylserin
(PS), das in der Fruhphase der Apoptose an der Zelloberflache exponiert wird.
Es kommt aufgrund des einsetzenden Zelltods zu einem Verlust des
asymmetrischen Aufbaus der Zellmembran, woraufhin das in vitalen Zellen im
inneren Teil der Plasmamembran lokalisierte PS an die Zelloberflache gelangt.
Die Bindung von Annexin V wird daraufhin mdglich und kann, sofern es mit
einem  Fluoreszenzfarbstoff konjugiert vorliegt, durchflusszytometrisch
nachgewiesen werden. Obwohl in dieser Arbeit die Behandlung der Zellen mit
einem Annexin V-Konjugat nach Empfehlung des Herstellers erfolgte, war die
Farbung der Zellen stets suboptimal. Der Versuch einer Optimierung durch die
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Gabe unterschiedlicher Annexinmengen fuhrte nicht zu verbesserten
Resultaten. Auch die Verwendung eines mit einem anderen Fluorochrom
gekoppelten Annexins brachte keine zufriedenstellenden Ergebnisse (nicht
gezeigt). Es muss daher festgestellt werden, dass die Verwendung von Annexin
V bei mit siRNA-transfizierten Melanomzellen nicht erfolgreich war. Inwieweit
das Transfektionsagenz oder die siRNA einen Einfluss auf die Exposition von
PS an der Zelloberflache haben koénnte, kann nur vermutet werden. Eine
weitere Erklarung konnte sein, dass es sich bei dem beobachteten Effekt
moglicherweise nicht um Apoptose handelte oder dieser nur sehr gering
ausfallt, da Melanomzellen sich durch eine hohe Resistenz gegenuber dul3eren
Stimuli auszeichnen, die in herkdmmlichen Zellen zu Apoptose fuhren. Diese
These wurde insofern gestutzt, als dass selbst die Verwendung der
apoptoseinduzierenden Chemikalie AMG nur geringe Apoptoseeffekte in der
Durchflusszytometrie hervorruft, obwohl mikroskopisch deutliche Unterschiede
zu erkennen waren. Die gemessenen Effekte korrelieren mit den von SALvuCCI
und Kollegen publizierten Werten fur Apoptose in Melanomzellen nach AMG-
Behandlung (SALvuccl et al., 2001), die selbst nach Optimierung nicht 14%
uberstiegen.

Uber eine Impedanz-Messung wurden Effekte des HERV-K-MEL Silencings auf
Melanomzellen in Echtzeit bestimmt. Trotz Optimierung und zahlreicher
Wiederholungen unter gleichen Bedingungen kam es zu sehr heterogenen
Ergebnissen (siehe auch 4.2.1). So konnte zwar gezeigt werden, dass eine
Reduktion der HERV-K-MEL Expression durch die Verwendung spezifischer
siRNAs zu einer Abnahme des Zellindex fuhrt, jedoch traten in den Kontrollen in
einigen Messungen vergleichbare Effekte auf. Schwierig fur die Auswertung der
Messdaten war zudem, dass keine differenzierte Analyse der Ursache der
verminderten Impedanz mdglich war. So kann es nicht nur aufgrund von
Apoptose zu einem reduzierten Zellindex kommen, sondern auch durch
morphologische Veranderungen. Unter Anderem konnten die
Granularitatveranderungen der Zellen nach Transfektion, die bereits
durchflusszytometrisch beobachtet wurden, eine Erklarung dafir liefern, dass in
der Impedanzmessung auch leer transfizierte Zellen eine Veranderung des
Zellindex erfahren haben. Laut dem Geratehersteller sei es moglich, zwischen
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diesen Faktoren anhand der Messdaten zu differenzieren. Inwieweit eine
Unterscheidung tatsachlich durchflihrbar sein soll, konnte auch auf mehrfache
Nachfrage nicht zufriedenstellend beantwortet werden. Eine abschlielRende
Bewertung des Experiments konnte daher nicht vorgenommen werden, so dass
die Ursache der drastischen Zellindexreduktion nach siRNA-Transfektion unklar
bleibt. Anhand der durchflusszytometrischen und impedanzbasierten
Messungen lasst sich jedoch vermuten, dass die beobachteten Auswirkungen
eines HERV-K-MEL Silencings auf die Konfluenz der Melanomzellen nicht
zwingend Apoptose zur Ursache haben mussen.

4.2.4 Die Korrelation der HERV-K-MEL und Bcl2-Expression in
der Melanomzelllie SK-Mel-28

Da die zellularen Untersuchungen bis zu diesem Punkt keinen klaren Hinweis
fur einen Einfluss von HERV-K-MEL auf die Apoptose lieferten, wurde die
Wirkung eines HERV-K-MEL Silencings molekularbiologisch analysiert. Dazu
wurde die Genexpression fur Bcel2 nach siRNA-Transfektion quantifiziert. Bcl2
ist ein antiapoptotisches Gen, das im intrinsischen, mitochondrialen
Apoptoseweg gleich an mehreren Stellen regulierend wirkt. Das Protein BCL2
wird in normalen Melanozyten, gutartigen Muttermalen (Naevi) sowie in
Melanomen und Melanom-Metastasen exprimiert (SAENZ-SANTAMARIA et al.,
1994; Plettenberg et al., 1995; Cerroni et al., 1995). BENIMETSKAYA und
Kollegen untersuchten die Rolle von Bc/2 in der humanen Melanomzelllinie
518A2 (BENIMETSKAYA et al., 2006). Im Rahmen von RNAIi-Experimenten konnte
gezeigt werden, dass ein Bcl2-Silencing in vitro nicht zu phanotypischen
Veranderungen und zu keiner Chemosensibilisierung der Zellen fihrt. Eine
genaue Funktion konnte dem BCL2 in diesem Zusammenhang nicht
zugewiesen werden. Allerdings bewirkte die Verwendung des Anti-Bcl2-
Oligomers G3139 eine signifikante Reduktion der Tumorgréf3e in vivo.

Bei der Analyse der Bcl2-Expression nach Silencing mit HERV-K-MEL
spezifischen siRNAs konnte mehrfach eine Korrelation der beiden Gene
beobachtet werden. In der Melanomzelllinie SK-Mel-28 flhrte das Silencing von
HERV-K-MEL zu einer signifikanten Reduktion der Bcl2-Expression. Eine
derartige Tendenz konnte fur die zweite verwendete Zelllinie A-375 zwar auch



4.2 Die Expression von HERV-K-MEL beeinflusst das Wachstum von Melanomzelllinien126

gemessen werden, doch die Veranderung war hier nicht signifikant. In einem
zweiten Experiment wurde untersucht, ob die Verwendung von gegen Bcl2-
gerichteten siRNAs umgekehrt zu einer Reduktion der HERV-K-MEL
Expression fuhrte. Mithilfe dieses Experiments konnten die zuvor gewonnenen
Daten nach HERV-K-MEL Silencing bestatigt werden. So flihrte auch hier ein
Silencing zu einem signifikanten Effekt auf HERV-K-MEL in SK-Mel-28, in A-
375 Zellen war dies jedoch nicht zu beobachten. Anhand dieser Analysen
konnte gezeigt werden, dass zwischen HERV-K-MEL und Bcl2 in SK-Mel-28
eine Korrelation vorliegt.

Eine Untersuchung weiterer Melanomzelllinien zur Bestatigung dieser
Beobachtungen ist notwendig. Zudem ist zu Uberlegen, ob parallel zu der
siRNA-Transfektion den Melanomzellen ein chemotherapeutisches Agenz
zugesetzt werden sollte. So untersuchten WACHECK und Kollegen im Rahmen
ihrer Studien die Auswirkung von gegen Bcl2-gerichteten siRNAs in der
humanen Melanomzelllinie 607B (WACHECK et al., 2003). Das siRNA-Silencing
fuhrte zu einer Sensibilisierung der Zellen gegen das chemotherapeutische
Agenz Cisplatin, so dass annahernd alle Melanomzellen apoptotisch wurden.
Die Verwendung der siRNA alleine flhrte hingegen zu einem relativ geringen
Anstieg apoptotischer Zellen in vitro, was mit den Ergebnissen dieser Arbeit
ubereinstimmt.

4.2.5 Die Nahe der siRNAs zum env-Anteil des HERV-K-MEL
korreliert mit der Unterdruckung der Bcl2-Expression

Neben der allgemeinen und nicht nach einzelnen siRNAs differenzierten
Analyse der Bcl2-Expression nach HERV-K-MEL Silencing wurden Proben der
beiden Zelllinien SK-Mel-28 und A-375 im Hinblick auf die verwendeten siRNAs
individuell betrachtet. Es zeigte sich auch hier, dass samtliche siRNAs nicht nur
zu einem HERV-K-MEL Silencing, sondern auch zu einer signifikanten Bcl2-
Reduktion fuhrten. Im Gegensatz zur HERV-K-MEL Expression, die unabhangig
von der Lage der verwendeten siRNA war, zeigte sich ein Einfluss auf die Bcl2-
Expression in Abhangigkeit von der Lokalisation der siRNA auf dem HERV-K-
MEL Transkript. So verursachten die in der Nahe des env-Bereichs lokalisierten
HERV-K-MEL siRNAs (Nr. 1, 3 und 5) eine deutlich geringere Regulation der
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Bcl2-Expression als die weiter davon entfernten. Eine Erklarung fur dieses
Phanomen kdnnte durch Arbeiten zur Transmembran-Region (TM) des HERV-
env gegeben werden. In mehreren Veroéffentlichungen konnte bisher gezeigt
werden, dass die Expression des retroviralen Envelope-Proteins
immunsuppressiv wirkt (MANGENEY und HEIDMANN, 1998; BLAISE et al., 2001).
Hierbei scheint besonders die TM-Region des ENV eine entscheidende Rolle
zu spielen. Auch fur das ENV der humanen endogenen Retroviren der Familie
H (HERV-H) wurde diese Eigenschaft beobachtet (MANGENEY et al., 2001). In
einer weiteren Studie konnte dargelegt werden, dass ein spezifisches,
melanomassoziiertes ERV (MelARV) in vivo notwendig ist, um der durch
regulatorische T-Zellen vermittelten Immunantwort zu entkommen und somit die
Tumorprogression begunstigt wird (MANGENEY et al., 2005). Es konnte
aullerdem gezeigt werden, dass die Regulation von MelARV keinen Einfluss
auf den Transformationsstatus der Melanomzellen hat, es aber zu einer
Inhibition des Tumorwachstums und einer erhdhten Uberlebensrate
immunkompetenter Mause kommt. Die Ergebnisse der Untersuchungen von
MANGENEY und Kollegen weisen darauf hin, dass MelARV nicht nur auf der
genetischen Ebene durch insertionsinduzierte Mutationen wirkt, sondern auf der
epigenetischen Ebene, indem Immunsuppression im Wirt begunstigt wird
(POTHLICHET et al., 2006). Es wurde aulerdem vermutet, dass auch bei
anderen endogenen Retroviren den env-kodierenden Genen eine
immunsuppressive Wirkung zukommt. Zudem wurden in den Seren von
Melanompatienten Antikorper gegen HERV-K-ENV Proteine gefunden, die
gegen die Ektodomane des TM-Teils von ENV gerichtet waren. Diese hohe
Antikorper-Pravalenz, die unabhangig von Krankheitsstadium des Patienten
war, Kkorrelierte mit frlheren Beobachtungen, dass melanomassoziierte
retrovirale Proteine in allen untersuchten Melanomen und Metastasen auftraten
(HUMER et al., 2006; BUSCHER et al., 2005).

Inwieweit auch in der vorliegenden Arbeit die Korrelation zwischen HERV-K-
MEL Silencing und Reduktion der Bcl2-Expression auf die TM-Region von
HERV-K-MEL zurlckgefuhrt werden kann, wurde nicht analysiert. Es ware aber
durchaus interessant zu untersuchen, ob ein HERV-K-MEL Silencing mit TM-
nahen siRNAs in vivo ebenfalls immunsuppressiv wirkt. Da die hier
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gewonnenen Ergebnisse eine Korrelation von Bcl2 und HERV-K-MEL in der
Melanomzelllinie SK-Mel-28 zeigten, kann zudem eine Transaktivierung oder
ein sonstiger epigenetischer Zusammenhang der beiden Gene vorliegen. So
ware es denkbar, dass transdominante oder trans-wirkende Faktoren eine Rolle
spielen oder sich die Gene auf einem Cistron befinden. Dies sind jedoch
lediglich Vermutungen, die durch weitere Analysen bestatigt werden mussten.

4.2.6 Die Expressionsprofile in Melanozyten und
Melanomzellen unterschieden sich nur geringfiigig

Nachdem eine signifikante Korrelation von HERV-K-MEL und Bcl2 beobachtet
werden konnte, wurde auch die Expression anderer an der Apoptose beteiligter
Gene untersucht (3.2.3.7). Sie umfassten sowohl Gene des intrinsischen als
auch des extrinsischen Apoptoseweges. Der intrinsische Signalweg, auch
bekannt als mitochondrialer Apoptoseweg, kann von einer Vielzahl von
Signalen wie UV-Licht, zytotoxischen Chemikalien, zellularen Stress und der
Entziehung von Wachstumsfaktoren ausgeldost werden. Dies hat die
Ausschuttung einer Vielzahl von Proteinen in das Zytoplasma nach
Permeabilisierung der auleren Mitochondrienmembran zur Folge (REED et al,,
2005), die daraufhin Uber eine Signalkaskade letztlich zum Zelltod flihren (VON
AHSEN et al., 2000). Die Permeabilisierung der aufleren Mitochondrienmembran
wird dabei von einigen Bcl2-Familienmitgliedern vermittelt. Bcl2 selbst wirkt
ebenfalls in diesem Signalweg (CHIPUK et al, 2004). Der extrinsische
Apoptoseweg funktioniert hingegen unabhangig von den Mitochondrien und
wird durch Oberflachenrezeptoren der Zelle wie Fas oder TRAIL initiiert, was zu
einer Aktivierung einer Caspase-Kaskade und schlieBlich zum Zelltod fuhrt
(WAJANT, 2002).

Vor der Expressionsanalyse der apoptoseassoziierten Gene nach Silencing
wurde die endogene Expression in den Melanozyten mit den Melanomzelllinien
verglichen. Entgegen der Erwartungen, dass es bei den Melanomzellen zu
einem deutlichen Unterschied in der Expression der apoptoseassoziierten Gene
im Vergleich zu den Melanozyten kommen musste, war dies flr einen Grofteil
der Gene nicht zu beobachten. Ein moglicher Grund hierfir kdnnte sein, dass
es sich bei den verwendeten NHEM Zellen um keine naiven Melanozyten
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handelte, sondern hier ebenfalls eine Transformation vorliegt, die der in den
Melanomzellen ahneln koénnte. Somit kdénnen die gemessenen Werte der
NHEM Zellen in diesem Fall nicht als Referenz fur nicht-transformierte Zellen
dienen. Es ware daher fur exakte Expressionsprofile der apoptoseassoziierten
Gene und vergleichende Analysen der verwendeten Zelllinien nétig, direkt aus

Patienten gewonnene Melanozyten zu verwenden.

4.2.7 Das HERV-K-MEL Silencing fiihrt zu einer verminderten
Expression von Bcl2 und Caspase 8

Die Analyse der Expression der ausgewahlten apoptoseassoziierten Gene nach
Silencing in der Melanomzelllinie SK-Mel-28 zeigte, dass es zu veranderten
Expressionsprofilen nach Inhibition von HERV-K-MEL kam. Eine vereinfachte
schematische Ubersicht potenziell betroffener Apoptosewege ist in Abbildung
4-1 dargestellt.

HERV-K-MEL
Silencing

Apoptose

Abbildung 4-1: Schematische Ubersicht des Apoptosesignalweges nach HERV-K-MEL Silencing
in SK-Mel-28. Die Bestimmung der Expression erfolgte mittels gqRT-PCR und Normalisierung
gegen GAPDH. Die Verrechnung der Werte erfolgte gegen nicht transfizierte Zellen. Rote Linien
kennzeichnen einen Einfluss von HERV-K-MEL auf das entsprechende Gen. Durchgezogene
Linien deuten auf signifikante, gepunktete auf nicht-signifikante Beobachtungen hin.
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Die mehrfach beobachtete und signifikant bestatigte Reduktion der Bcl2-
Expression fuhrt zu einer Verminderung der inhibitorischen Effekte und somit zu
einer Induktion der Apoptose. Dementgegen steht jedoch die signifikant
verminderte Caspase 8 Transkription. Durch eine damit verbundene Stérung
des nachfolgenden Signalweges sollte ein verstarktes Uberleben der Zellen
erreicht werden. Ein Einfluss auf die nachfolgende Signalkaskade konnte
indirekt bestatigt werden, da auch die Caspase 9 Expression vermindert war.
Es koénnte sich hierbei aber auch um eine direkte Regulation durch HERV-K-
MEL Silencing handeln. Zudem ist es moglich, dass HERV-K-MEL bereits
oberhalb (upstream) der Caspase 8 wirkt und es nach Silencing zu einer
Aktivierung des MAPK-Signalweges oder einer Inhibition von FADD oder TRAIL
kommen konnte. Neben diesem Zweig des Apoptoseweges ist auch die
Beeinflussung weiterer Kaskaden wahrscheinlich. So zeigte sich eine Inhibition
der TP53- und Bax-Expression, wobei diese nicht signifikant bestatigt werden
konnte. Dies und die Regulation des Caspase 8 abhangigen Weges sprechen
gegen eine Induktion von Apoptose durch HERV-K-MEL Silencing und kénnten
erklaren, warum zwar eine verminderte Bc/2-Expression, nicht jedoch Apoptose
gemessen werden konnte. Eine Analyse weiterer Apoptosegene ist aber
notwendig, um endgultige Aussagen treffen zu kdonnen. Zudem handelt es sich
hier um Beobachtungen auf RNA-Ebene, die im Proteom gepruft werden

mussten.

4.2.8 Die potenzielle Rolle von HERV-K-MEL in der
Differenzierung von Melanomzellen

Neben dem in dieser Arbeit gezeigten Zusammenhang von HERV-K-MEL und
an der Apoptose beteiligten Gene muss die Moglichkeit in Betracht gezogen
werden, dass das HERV-K-MEL Silencing auf weiteren Ebenen zu einer
Veranderung der Zellen fihren kann. So konnte eine kurzlich veréffentlichte
Studie von SERAFINO und Kollegen darlegen, dass es in Melanomzellen zu
Veranderungen in Folge von auflieren Stress-Stimuli kommt. Dabei konnte in
vitro ein als Transition bezeichneter Ubergang von einem adhérenten zu einem
nicht-adharenten und maligneren Phanotyp beobachtet werden. Die
entstehenden nicht-adharenten Zellen zeichneten sich durch ein erhohtes
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Proliferationspotential und verstarkte Bildung von virus-dhnlichen Partikeln
(VLPs) aus. Zudem konnte eine erniedrigte Expression von HLA-Klasse I-
Molekulen und verminderter Prasentation des
Melanomdifferenzierungsantigens Melan-A/MART-1, das von zytotoxischen T-
Lymphozyten erkannt wird, festgestellt werden. Es handelt sich bei der
Transition um einen irreversiblen Vorgang auf genetischer und epigenetischer
Ebene, der jedoch durch eine Regulation der HERV-K Expression mittels RNA-
Interferenz verhindert werden konnte. Allerdings konnte gezeigt werden, dass
nicht jede Zelllinie die Transition zu nicht-adharenten Zellen, die auch mit einer
erhohten env-Expression einhergeht, vollfuihren konnte. So bildete die
Melanomzelllinie A-375, die auch in dieser Arbeit verwendet wurde, keine nicht-
adhdrenten Zellen (SERAFINO et al, 2009). Uber SK-Mel-28 wurden
diesbezuglich keine Angaben gemacht. Da von dieser Zelllinie jedoch bekannt
ist, dass es zur Bildung von VLPs in vitro kommt, was wiederum als ein
Zeichen einer Transition gewertet wird, kann davon ausgegangen werden, dass
die Zellen dazu befahigt sind. Aufgrund dieser neuen Erkenntnisse ist es
durchaus denkbar, dass es sich bei den in dieser Arbeit gewonnenen
Ergebnissen zu HERV-K-MEL in SK-Mel-28 ebenfalls um Effekte handeln
konnte, die mit dem Vorgang der Transition und Differenzierung der Zellen
assoziiert sind. An dieser Stelle ware eine elektronenmikroskopische
Untersuchung der VLP-Bildung vor und nach Transfektion angebracht. Zudem
ware in Betracht zu ziehen, die transfizierten Zellen mit gegen HLA-I und
Melan-A/MART-1 gerichteten Antikdrpern zu untersuchen. Da die Daten von
SERAFINO und die weitere potenzielle Wirkung von HERV-K-MEL erst kurz vor
Beendigung dieser Arbeit verodffentlicht wurden, konnte eine Analyse der

aufgeflihrten Punkte nicht mehr durchgefihrt werden.

4.2.9 Die Behandlung von SK-Mel-28 mit Aminoguanidin fiihrt
zu einer signifikant erhohten Expression von Bcl-XL und
Caspase 9

Eine weitere Beobachtung, die neben der Untersuchung des Einflusses von
HERV-K-MEL auf Melanomzellen gemacht werden konnte, betrifft die Wirkung
der apoptoseinduzierenden Chemikalie Aminoguanidin-Hemisulfat. AMG wurde
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im Verlauf der Experimente als Positivkontrolle eingesetzt. Es handelt sich
dabei um einen iINOS-Inhibitor (Inducible NO Synthase), der in der Lage ist, in
Melanomzellen Apoptose zu induzieren. Die Inhibition der endogenen NO-
Synthase hat dabei keinen Einfluss auf den Zellzyklus, fuhrt aber zu
apoptosebedingten Zelltod. Auf Melanozyten hat die Gabe von AMG keine
Auswirkungen. In der Arbeit SALvuccis wurde unter Anderem untersucht,
welche Gene des Apoptoseweges von AMG beeinflusst werden.

Tabelle 4-1: Gegenuberstellung der Expressionsprofile ausgewahlter Apoptosegene dieser
Arbeit und von SALvuccl (2001). *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; n.g.: nicht gemessen.

Gen Vorliegende Arbeit | SALvuUcCCI
Bcl2 + +
Bcel-XL FEE* +
Bad 1/- -
Bax + +**
Caspase 8 + n.g.
Caspase 9 +* n.g.
TP53 - +
NF-«kB + t
Bel-W n.g. -
Caspase 1 n.g. S il
Caspase 3 n.g. S
Caspase 6 n.g. +**
Caspase 10 n.g. +
c-myc n.g. +
Fas n.g. t
gadd45 n.g. +
gadd45f n.g. +*
Mdm2 n.g. S il
TRAIL n.g. +*

So wurde eine signifikant erhdhte Expression von Bax, Caspase 1, 3 und 6
sowie Gadd45B8, Mdm2 und TRAIL gemessen. Nicht signifikant veranderte
Transkriptmengen wurden fur Bad, Bcl2, Bcl-W, Bcel-XL, c-myc, Fas, gadd45,
NF-kB und Caspase 10 gefunden. Zudem wurden mehrere Gene wie Fas-L,
Caspase 5 und 7 sowie TP53 nicht durch AMG induziert (SALvUCCI et al., 2001).
In dieser Arbeit wurde ebenfalls der Einfluss von AMG auf einzelne
apoptoseassoziierte Gene in Melanomzellen analysiert. Eine
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Gegenuberstellung der in dieser Arbeit und der von Salvucci gemessenen
Expressionsprofile wurde in Tabelle 4-1 vorgenommen. Im direkten Vergleich
der Expressionsprofile wird deutlich, dass die Tendenzen der
Expressionsanderungen fur die in beiden Arbeiten untersuchten Gene
Ubereinstimmen. Neu ist jedoch die signifikante Erhéhung von Bcl-XL und
Caspase 9, die in dieser Arbeit entdeckt wurde. Es wurde daher ein Schema
entwickelt, welches einen kurzen Uberblick tber die Anderungen in den
Apoptosewegen nach AMG-Behandlung von Melanomzellen geben soll
(Abbildung 4-2), wobei die Erkenntnisse dieser Arbeit mit der von SALvUCCI

kombiniert wurden.

Abbildung 4-2: Schematische Ubersicht des Apoptosewege nach AMG-Behandlung in SK-Mel-
28. Die Bestimmung der Expression erfolgte mittels qRT-PCR und Normalisierung gegen
GAPDH. Die Verrechnung der Werte erfolgte gegen nicht transfizierte Zellen. Rote Linien
kennzeichnen einen Einfluss von AMG auf das entsprechende Gen. Durchgezogene Linien
deuten auf signifikante, gepunktete auf nicht signifikante Beobachtungen hin. Blau hinterlegt
sind die Gene, deren Expression laut SALvuccl (2001) nach AMG-Behandlung signifikant
beeinflusst wird.
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Entgegen der Erwartungen fuhrte eine AMG-Behandlung zu einer Erhéhung der
Bcl2-Expression, obwohl es sich um ein antiapoptotisch wirkendes Gen handelt.
Zudem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Bcl-XL, welches ebenso
wie Bcl2 auf Proteinebene ein Heterodimer mit BAD bildet und so Apoptose
induziert, signifikant erhdht exprimiert wurde. Die Erhéhung dieser beiden Gene
wirkt normalerweise der Apoptose entgegen. Inwieweit die vermehrte Bc/2 und
Bcl-XL Transkriptbildung tatsachlich zu einer Inhibition des Signalweges fuhrt,
wurde weder in der vorliegenden noch in der Arbeit von SALvuccl und Kollegen
untersucht. Zudem konnte neben einer signifikant erhéhten Expression von
Caspase 9 in dieser Arbeit auch vermehrt TRAIL, Caspase 1, 3, 6 und 8 sowie
gadd45B und Bax in der Analyse SALvuUcCIs gemessen werden. Es konnte
somit moglich sein, dass die Expressionssteigerungen der genannten Gene der
vermehrten Transkription von Bcl2 und Bcl-XL entgegenwirkten und zu einer
Apoptoseinduktion fuhren. Jedoch ist hier genau wie bei der Analyse des
Einflusses von HERV-K-MEL auf Melanomzellen eine Untersuchung der

Proteinexpression notwendig, um die Vorgange genauer aufzuklaren.

4.3 Der Einfluss der SIV-Infektion auf die HERV-K

Expression

Neben der in den ersten beiden Teilen der Arbeit beschriebenen Untersuchung
des Einflusses einer erhohten HERV-K Expression in vitro, die in
Melanomzelllinien erfolgte, sollte die Relevanz der Expression im
Gesamtorganismus analysiert werden. Jedoch ist die Entstehung von malignen
Melanomen in vivo ein multifaktorieller Prozess, der einen Vergleich erkrankter
Individuen untereinander erschwert. AulRerdem war der Zugang zu humanem
Patientenmaterial nur eingeschrankt mdoglich. Daher wurde ein alternatives
System zur Untersuchung der HERV-K Expression in einem Organismus
gesucht. Die Analyse einer Infektionskrankheit bietet dabei viele Vorteile. So ist
es bei einer gezielten und kontrollierten Infektion mdglich, Material eines
Individuums vor und nach Erkrankung zu untersuchen. Zudem ist bei der
Verwendung gleicher  Virusmengen und Einhaltung konstanter
Versuchsbedingungen eine Vergleichbarkeit der Infizierten untereinander und
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gegenuber Nicht-Infizierten  gegeben. Zeitverlaufsanalysen und die
Untersuchung eines mdglichen Zusammenhangs der Viruslast und der HERV-
Expression kdnnen ebenfalls sehr aufschlussreich sein.

In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass eine Korrelation zwischen
einer HIV-1 Infektion und einer HERV-Aktivierung besteht. So konnten von
Leukozyten freigesetzte HERV-spezifische VLPs in HIV-1 Patienten mit akuter
Appendizitis gefunden werden (ORENSTEIN, 2000). Aul3erdem wurden HERV-
reaktive Antikorper in infizierten Personen nachgewiesen (LOWER et al., 1996;
STEVENS et al., 1999), wobei der HERV-K Familie auch hier eine besondere
Rolle zuzukommen scheint. Virale Partikel von HERV-K sollen im zirkulierenden
Blut zu finden sein, womit die Induktion spezifischer Antikorper erklart wird
(CONTRERAS-GALINDO et al., 2006b). JOHNSTON und Kollegen fanden zudem
eine Aktivierung von HERV-K und eine erhdhte Transkriptbildung in Verbindung
mit der HIV-1 assoziierten Demenz (JOHNSTON et al., 2001). CONTRERAS-
GALINDO gelang es schlie3lich, in zahlreichen Studien eine Verbindung
zwischen HERV-K (HML-2) und HIV-1 herzustellen. Die pathologischen
Auswirkungen von HERV-K auf die HIV-1 Infektion sind jedoch nach wie vor
unklar. Es wird jedoch vermutet, dass virale HIV-1 Proteine zu einer
Transaktivierung des HERV-K Promotors und somit zu einer Produktion von
HERV-K Partikeln flihren kdénnen, die quantitativ abhangig von der
eingebrachten HIV-1 Proteinmenge ist (CONTRERAS-GALINDO et al., 2006a).
Fraglich bleibt, ob die erhdhte Expression von HERV-K durch HIV-1 spezifische
pathologische Beeintrachtigungen im Rahmen der HIV-1 Infektion verursacht
werden, wie z.B. durch Immunsuppression, oder ob es zu einem direkten
Einfluss durch die infektiosen HIV-1 Partikel oder viralen Proteine kommt
(CONTRERAS-GALINDO et al., 2007).

Trotz dieser Vielzahl an Untersuchungen zur Rolle von HERVSs, insbesondere
der HERV-K Familie bei HIV-1 Infektionen im Menschen, gibt es bisher keine
publizierten Ergebnisse zur potentiellen Aktivierung von endogenen Retroviren
nach SlV-Infektion in vivo oder in vitro. Daher wurde dieser Zusammenhang im
letzten Teil der Arbeit analysiert.
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4.3.1 Bei SlV-infizierten Makaken ist die HML-2 Expression
nicht erhoht

Da am Deutschen Primatenzentrum (DPZ) Impfstoffstudien mit SIV-infizierten
Makaken durchgefuhrt werden, konnte Material dieser Tiere genutzt werden,
um die HERV-Expression in vivo genauer zu charakterisieren. Dazu wurden
HERV-K (HML-2) spezifische Primer, die zuvor von CONTRERAS-GALINDO und
Kollegen (2007) zur Amplifikation und Expressionsbestimmung in der qRT-PCR
genutzt wurden, an das Makakengenom angepasst. Zur Analyse der
Expression wurden RNAs sowohl von infizierten als auch nicht-infizierten Tieren
eingesetzt, die von Bianka Mulfiil im Rahmen ihrer Doktorarbeit am DPZ isoliert
wurden. Zudem wurden einige LTNPs (Long Term Non Progressors)
untersucht. Diese Tiere sind in der Lage, die Viruslast nach einer Infektion stabil
zu kontrollieren und somit lange zu Uberleben, ohne AIDS zu entwickeln. Bei
der Analyse der HML-2 Expression mit der qRT-PCR zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen der infizierten und nicht-
infizierten Affen. Jedoch war eine signifikante Veranderung zwischen LTNPs
und den SlV-infizierten Makaken zu beobachten. Die Probenanzahl der zur
Verfligung stehenden Tiere war in diesem Fall jedoch sehr begrenzt, da nur
selten der genetischen Hintergrund zu finden ist, der eine erfolgreiche
Viruskontrolle beglnstigt. Es ware daher wichtig, weitere Makaken mit diesen
Eigenschaften auf ihre HML-2 Expression zu untersuchen. Es lasst sich aus
den bislang erhobenen Daten schliel3en, dass die SIV-Infektion von Makaken in
vivo nicht zu einer erhdhten HML-2 Transkriptbildung fuhrt. An dieser Stelle
ware es jedoch interessant, die CD8+-T-Zellantwort genauer zu betrachten. So
untersuchten GARRISON und Kollegen die T-Zell-Antwort gegen HERVS im
Verlauf einer HIV-1 Infektion. Es zeigte sich, dass die HERVs in HIV-1 positiven
Menschen weitaus starker produziert werden als in HIV-1 negativen (GARRISON
et al., 2007). Es wurde vermutet, dass nach einer Infektion einer permissiven
Zelle die Integration im genomischen Kontext mit endogenen Retroviren
stattfindet. In den infizierten Zellen kommt es zu einer Vielzahl von Anderungen
des zelluldaren Umfelds, so dass die Virusproduktion gesteigert wird, was
wiederum auch die endogenen Retroviren im Genom affektieren kann.
Aulerdem besitzen einige HERVs Sequenzen, die vom HIV-1 Rev erkannt
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werden, welches ein nukleares Exportprotein fur HERV-Transkripte in HIV-1
infizierten Zellen liefert (YANG et al., 1999). Zudem wurde eine HLA-
Prasentation von HERV-Antigenen auf der Oberflache von HIV-1 infizierten
Zellen beschrieben, was eine CD8+ T-Zell-Antwort gegen HERVs hervorruft.
Aufgrund der sehr ahnlichen Epitope kommt es zu einer Kreuzreaktivitat der T-
Zell-Rezeptoren. Eine inverse Korrelation zwischen anti-HERV T-Zell-Antworten
und der HIV-1 Viruslast im Plasma deuten darauf hin, dass die HERV-
spezifische CD8+ T-Zell-Antwort eine Rolle fur die HIV-1 Viramie spielt
(GARRISON et al., 2007). Eine Charakterisierung der T-Zell-Antwort fiur SIV
wurde bislang noch nicht durchgefuhrt, ware aber im direkten Vergleich mit den
im Menschen fur HIV-1 gesammelten Ergebnissen aufschlussreich. Zudem
ware eine Zeitverlaufsstudie der HERV-K Expression einzelner Individuen vor

und nach SIV-Infektion in Betracht zu ziehen.

4.3.2 Bei einer SlV-infizierten humanen T-Zelllinie ist HML-2
Expression nicht erhoht, wohl aber die von HML-3

Da die ersten Analysen der HML-2 Expression in vivo auf keine Korrelation mit
dem SIV-Status der Individuen schlielen lassen, wurde die Auswirkung einer
SIV-Infektion in der humanen T-Zelllinie C8166 analysiert. Die dabei
untersuchten RNAs wurden im Verlauf von Experimenten der AG Motzkus am
DPZ isoliert. Eine Korrelation der Viruslast und der HERV-K (HML-2)
Expression war nicht zu beobachten. CONTRERAS-GALINDO beschrieb fur HIV-1,
dass eine Stimulation von PBMCs mit einem PMA/lonomycin-Gemisch zu einer
Aktivierung der Zellen und damit verbunden zu einer Erhohung der
extrazellularen Zytokinausschuttung fuhrt. Daraufhin war eine starkere HERV-K
Expression im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen zu messen (CONTRERAS-
GALINDO et al., 2007). Es ist daher nicht auszuschlief3en, dass eine zusatzliche
Stimulation der Zellen auch bei einer SIV-Infektion in C8166-Zellen zu einer
erhohten HML-2 Aktivierung fuhren wirde.

In Kooperation mit dem Labor von Prof. Leib-Modsch in Neuherberg wurden die
RNAs aus den nicht stimulierten SIV-infizierten C8166-Zellen auf einem HERV-
spezifischen Mikroarray analysiert. Dieser Array basiert auf den von SEIFARTH
und Kollegen (2005) veroffentlichten Sequenzen. Die ersten Daten der
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Expressionsanalyse auf dem Mikroarray zeigten im Bezug auf die HERV-K
Familie eine stark erhdhte Expression der Gruppen HML-3, -4, -5, -6 und -10
der SIV-infizierten Proben im Vergleich zu den nicht infizierten Zellen. Auch im
Array konnte unter Verwendung HML-2 spezifischer Sonden keine
Hybridisierung nachgewiesen werden, so dass die Ergebnisse der vorherigen
gRT-PCR bestatigt werden konnten, wonach es nach SIV-Infektion in vitro nicht
zu einer erhdhten Expression von HML-2 kommt. Da aber eine verstarkte HML-
3 Transkription beobachtet werden konnte und die erhdhte Expression dieser
Gruppe bereits von CONTRERAS-GALINDO (2006a) im Zusammenhang mit HIV-1
Infektion beschrieben wurde, wurden die Arraydaten fur einige HML-3
Sequenzen mittels gqRT-PCR uberprift. Zudem wurden die HML-2 Amplifikate
erneut im Vergleich gemessen. Es zeigte sich, dass am Tag 11 p.i. nur geringe
Expressionssteigerungen sowohl in der HML-2 Gruppe als auch in den
untersuchten Mitgliedern der HML-3 Gruppe zu finden waren. Die Arraydaten
des Tages 11 p.i. konnten mit den in dieser Arbeit verwendeten Primern nicht
verifiziert werden. Allerdings zeigte sich am Tag 16 p.i. ein Anstieg der
Transkriptbildung von bis zu 90% im Vergleich zu nicht infizierten Zellen
(Abbildung 3-33). Die RNAs eines zweiten, unabhangigen Infektionsversuchs
wurden ebenfalls im Hinblick auf die HML-2 und -3 Expression in vitro mittels
gRT-PCR untersucht (Abbildung 3-34). Es zeigte sich keine einheitliche
Tendenz der Transkriptbildung im Verlauf der Infektion, weshalb an dieser
Stelle keine abschlieRenden Aussagen getroffen werden kéonnen. Aulierdem
wurde in dieser Arbeit nicht Uberprift, ob es sich bei den in der gRT-PCR
untersuchten Transkripte tatsachlich um die individuellen Mitglieder der HML-
Gruppen handelte, die als Sonde auf den Mikroarray aufgetragen wurden. Eine
mikroarraygestutzte Analyse weiterer SIV-Infektionsversuche wird im Rahmen
der Dissertation von Frau Michelle Vincendeau im Labor von Prof. Leib-M&sch
durchgefuhrt. Sollten sich die bisherigen Ergebnisse verifizieren lassen, so
hatte eine SIV- im Gegensatz zur HIV-1 Infektion keine Auswirkungen auf die
HML-2 Expression. Jedoch werden die HML-3 Transkripte nach den
Ergebnissen der ersten qRT-PCR und des Mikroarrays ebenso von der
Virusinfektion beeinflusst wie es bereits fur HIV-1 beschrieben wurde. Neben
der Betrachtung der Expression dieser beiden HML-Gruppen sollten auch die
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anderen Mitglieder der HERV-K Familie analysiert werden, da es nach ersten
Erkenntnissen ebenfalls zu Expressionsanderungen nach SIV-Infektion kommt.
Inwieweit zudem zu einer HERV-vermittelten Immunsuppression eine Rolle

spielt, ist hierbei ein weiteres interessantes, zu untersuchendes Detail.
4.4 AbschlieBende Bewertung und Ausblick

Der Schwerpunkt der hier vorliegenden Arbeit lag auf der Charakterisierung und
Untersuchung der HERV-K Familie in vitro und in vivo. Diese evolutionar recht
junge Gruppe von Retroelementen wird haufig mit dem Auftreten verschiedener
humaner Erkrankungen in Verbindung gebracht.

Die im ersten Teil der Arbeit entwickelte und etablierte Methode zur
Amplifikation von HERV-K (HML-6) Transkripten in Melanozyten und
Melanomzelllinien erlaubt eine rasche Identifizierung spezifisch exprimierter
Mitglieder. Es zeigte sich in den Analysen einzelner Klone, dass in fast allen
Fallen eine Expression der Sequenzen bereits in Verbindung mit malignen
Melanomen beschrieben worden war. Eine Kombination dieser Methode mit
herkdbmmlichen Expressionsanalysen wie z.B. SAGE ist moglich. Zudem kann
auf diese Weise das Transkriptionsverhalten weiterer Melanomzelllinien
untersucht werden, so dass zelllinienspezifische Expressionsmuster erzeugt
werden konnten. Dies erlaubt unter Umstanden eine schnelle diagnostische
Analyse von Patientenproben zur Identifikation spezifischer Melanommarker.
Desweiteren ist eine Anpassung der Methode flr andere HERV-Familien,
Gewebe und Zellen denkbar.

Der im zweiten Teil der Arbeit untersuchte Melanommarker HERV-K-MEL
zeigte nach Silencing mittels RNA-Interferenz einen deutlichen Einfluss auf die
Konfluenz der transfizierten Melanomzellen und eine signifikante Korrelation mit
dem antiapoptotisch wirkenden Bcl2 und der proapoptotischen Caspase 8 im
der Zelllinie SK-Mel-28. Eine Untersuchung weiterer apoptoseassoziierter Gene
wurde durchgefuhrt und ein Schema fur die Zusammenhange von HERV-K-
MEL und dem Apoptoseweg entwickelt. Eine Uberpriifung und Erweiterung
dieser Analysen ist essentiell. So sollte unter anderem der PI3K-AKT-mTOR-
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Weges genauer betrachtet werden, da diesem eine maligebliche Rolle im
Uberleben und der Resistenz von Tumorzellen zukommt (MEIER et al., 2009;
BROGNARD et al., 2001). Sollte HERV-K-MEL in diesen Signalweg eingreifen,
konnte die Behandlung von malignen Melanomen verbessert werden.
Aulerdem sollte eine Expressionsstudie im Proteom durchgeflhrt werden.

Eine Analyse der Bildung von viralen Partikeln und HLA-I- und
melanomspezifischer Antikdrpern nach Silencing ist ebenfalls denkbar. Die
Untersuchung der Bedeutung der TM-Region kénnte Aufschluss Uber eine
potentiell durch HERV-K-MEL vermittelte Immunsuppression geben.

Eine Verbindung der RNA-Interferenz mit chemotherapeutischen Agenzien in
vitro und in vivo sollte in Betracht gezogen werden. Fur weiterfUhrende
Untersuchungen ware es jedoch wichtig, ein stabiles System fir die RNA-
Interferenz zur VerflUgung zu haben. So fuhrten die lipid-basierten siRNA-
Transfektionen trotz gleichbleibender und zuvor optimierter
Reaktionsbedingungen zu sehr unterschiedlichen Silencingeffizienzen. Es
wurde daher nach Alternativen gesucht. Die Verwendung der Elektroporation
(nicht gezeigt) war ungeeignet, da viele Zellen methodisch bedingt abstarben.
Adenovirale shRNA-Vektoren, die in ersten Experimenten Verwendung fanden,
liefern hier eine weitere Option. Im Gegensatz zu siRNAs kdnnen sie eine
stabile Transduktion der Zellen initiieren und so unter Umstanden sogar in vivo
eingesetzt werden. So kdénnte untersucht werden, ob eine zielgerichtete
Inhibition von HERV-K-MEL, z.B. Uber die Injektion von synthetischen siRNAs
oder virale shRNA-Transduktion in das Zielgewebe, in Kombination mit
klassischer Chemotherapie oder Strahlenbehandlung zu einer Regression von
Tumoren in vivo fihren kann. Hierbei kdnnte Uber einen gleichzeitigen Einsatz
der RNA-Interferenz und Agenzien wie Cisplatin nachgedacht werden, die bei
der Verwendung von Bcl2-inhibierenden siRNAs bereits zu einer
Chemosensibilisierung der Melanomzellen gefuhrt haben (WACHECK et al.,
2003). Es konnte zudem Uber eine Kombination des HERV-K-MEL Silencings
mit der Gelbfieber-Vakzine nachgedacht werden, da in neuesten Studien
gezeigt werden konnte, dass diese zu einer zehnfach verminderten Inzidenz

von malignen Melanomen fuhrt (MASTRANGELO et al., 2009).
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Eine Aufklarung der Rolle von HERV-K-MEL in Transitions- und
Differenzierungsprozessen wie fur andere HERV-K Mitglieder von SERAFINO
(2009) gezeigt, steht bei malignen Melanomen aus.

Zudem sollte untersucht werden, ob die Korrelation von HERV-K-MEL und Bcl2
auf die Zelllinie SK-Mel-28 beschrankt oder dies auch bei anderen
Melanomzelllinien zu beobachten ist. Hierbei sollten vor allem Zelllinien in
Betracht gezogen werden, bei denen ebenfalls eine Bildung von VLPs zu
beobachten ist. Eine potenziell interessante Zelllinie ist M14, die als
transitionskompentent beschrieben wurde (SERAFINO et al., 2009).

Zudem ware die Herstellung eines Uberexpressionsklons von HERV-K-MEL in
Melanozyten erstrebenswert. In Verbindung mit dem Einsatz von in zahlreichen
Veroffentlichungen beschriebenen &auleren Stimuli kdnnte so untersucht
werden, ob eine Induktion des Transformationsprozesses in Melanozyten
mdglich ist. Die Generierung eines Klons wurde in dieser Arbeit begonnen, war
jedoch trotz intensiver Bemuihungen letztlich erfolglos. Auch die
Auftragssynthese durch die Firma Geneart scheiterte, so dass in weiteren
Untersuchungen analysiert werden sollte, ob unter Umstanden eine
Verwendung von abgewandelten oder deletierten Mutanten sinnvoll ware. In
diesem Zusammenhang wurde es sich anbieten, den Einfluss der TM-Domane

der env-Region genauer zu betrachten.

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde der Zusammenhang der HERV-K Expression
und einer SlV-Infektion in vivo untersucht, da sich Infektionserkrankungen
besonders gut fur vergleichende Analysen unter konstanten Bedingungen
eignen. Hierbei wurde Material SlV-infizierter Makaken und entsprechender
Kontrolltiere genutzt. Eine Korrelation der HML-2 Expression mit dem SIV-
Status konnte nicht beobachtet werden, obwohl diese fir HIV-1 zahlreich
beschrieben wurde. Die zudem untersuchte Gruppe der LTNPs wies jedoch
eine signifikant erhdhte Transkription im Vergleich mit infizierten Tieren auf. Zur
Verifizierung dieser Beobachtungen ist jedoch die Analyse weiterer Affen ndétig.
Ein Vergleich der Expression vor und nach Infektion am gleichen Tier wurde die
Aussagekraft der Expressionsanalysen zusatzlich erhdhen. Zudem sollten
weitere HML-Gruppen und die CD8+-T-Zellantwort im Hinblick auf HERV-
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spezifische Reaktionen betrachtet werden. Auch die Rolle von HERV-K bei
einer verstarkten Immunsuppression ist zu analysieren.

In vitro erfolgte zum Vergleich mit den in vivo gewonnenen Ergebnissen eine
Untersuchung der HML-2 und -3 Expression in einer humanen T-Zelllinie, die
mit SIV infiziert wurde. Eine Expressionserhohung von HML-2 konnte weder mit
der gqRT-PCR noch Uber einen HERV-spezifischen Mikroarray beobachtet
werden. Die Ergebnisse fur HML-3 waren teilweise widerspruchlich, deuten
aber tendenziell auf eine erhdhte Expression von HML-3 nach SIV-Infektion hin.
Dennoch scheint die Untersuchung weiterer Infektionsversuche notwendig. Dies
wird derzeit in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Prof. Leib-Mdsch in
Neuherberg durchgefihrt. Eine abschlieRende Beurteilung wird in der
Dissertation von Michelle Vincendeau erfolgen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Ergebnisse des humanen Genomprojekts zeigen, dass ca. 8% des
gesamten menschlichen Erbguts aus retroviralen Sequenzen bestehen. Diese
Proviren sind mit Ausnahme der HERV-K Familie aufgrund diverser Mutationen
defekt und nicht mehr replikationskompetent. Die humanen endogenen
Retroviren K (HERV-K) weisen hingegen als einzige Familie Proviren mit
vollstandigen offenen Leserahmen fur retrovirale strukturelle und enzymatische
Proteine auf. Diese evolutionar relativ jungen HERVs werden haufig mit dem
Auftreten verschiedener Erkrankungen in Verbindung gebracht.

Im ersten Teil der Arbeit wurde ein System zur Amplifikation der LTR-Regionen
durch eine 5-RACE-PCR entwickelt, das eine Analyse differenziell exprimierter
HERV-K HML-Transkripte in Melanomzelllinien erlaubte. Die verwendeten
Zelllinien wiesen jeweils ein spezifisches Expressionsmuster auf. Einzelne stark
exprimierte Transkripte sind dabei potenziell neue Tumormarker. Die Relevanz
dieser Ergebnisse muss in weiteren Untersuchungen verifiziert werden. Die
entwickelte Methode lasst sich auch zur Analyse anderer Zellen, Gewebe und
HERVs anpassen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Expression eines spezifischen HML-6
Mitglieds, des so genannten HERV-K-MEL, in vitro untersucht. Im Vergleich zu
einem Melanozytenisolat konnte eine deutlich erhdhte Expression in
Melanomzellen gemessen werden. Mithilfe der RNA-Interferenz wurde gezeigt,
dass ein Silencing von HERV-K-MEL in der Melanomzelllinie SK-Mel-28 zu
geringerer Wachstumsdichte und einer signifikant verminderten Expression der
apoptoseassoziierten Gene Bcl2 und Caspase 8 flhrte. Eine damit verbundene
Induktion von Apoptose konnte zwar nicht direkt nachgewiesen werden, wurde
aber auch nicht widerlegt. Eine tiefer gehende Analyse der Apoptosewege und
eine Proteomanalyse vor und nach RNA-Interferenz wirden hier Klarheit
schaffen.

Im letzten Teil der Arbeit wurde die HERV-K Expression im Infektionsmodell in
vivo untersucht. Da die Entstehung von Melanomen durch viele Faktoren
beeinflusst wird und somit vergleichende Analysen schwer moglich sind, wurde
die Untersuchung in einer Virusinfektion bevorzugt. Als Modell wurde hierfur die

SIV-Infektion von Rhesus-Makaken (Macaca mulatta) genutzt, da far HIV-1
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bereits in zahlreichen Arbeiten eine erhdhte Expression der HERV-K (HML-2)
und (HML-3) Gruppe auf RNA- und Proteinebene beschrieben wurde.
Veroffentlichungen bezlglich SIV und dem nahe verwandten HIV-2 gibt es in
diesem Kontext bisher nicht. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass eine SIV-
Infektion von Rhesus-Makaken keine Auswirkungen auf die HML-2
Transkription hat. Vergleichende Analysen einer SlV-infizierten humanen T-
Zelllinie mittels Mikroarray und qRT-PCR konnten ebenfalls keine
Zusammenhange zwischen der HML-2 Expression und der Infektion zeigen.
Erste Ergebnisse deuten jedoch unter anderem auf eine verstarkte HML-3
Expression in vitro hin, die von einem externen Kooperationspartner weiter
untersucht werden wird.

Trotz zahlreicher Hinweise auf eine Beteiligung von HERV-K an verschiedenen
Erkrankungen ist deren Rolle auf genetischer und epigenetischer Ebene nach
wie vor weitestgehend ungeklart. Mit dieser Arbeit konnte ein Beitrag zur
Aufklarung sowie ein neuer Ansatz zum Verstandnis der kausalen
Zusammenhange einer HERV-K Expression in Melanomzellen und bei SIV-
Infektionen geleistet werden.
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7 ANHANG

7.1 Datenbankerstellung fur die HERV-K (HML-6)

spezifische Amplifikation

7.1.1 Suchsequenz fur HERV-K (HML-6) LTRs

Basis: USCS (Humane Genome Browser; http://genome.ucsc.edu/)

Name: LTR3

Family: ERVK

Class: LTR

SW Score: 3175

Divergence: 9.2%

Deletions: 1.9%

Insertions: 0.0%

Begin in repeat: 0

End in repeat: 432

Left in repeat: 2

Position: chr19:11832377-11832799

Band: 19p13.2

Genomic Size: 423

Strand: -

>hg17_rmsk_LTR3 range=chr19:11832327-11832849 5'pad=50 3'pad=50 revComp=TRUE
strand=- repeatMasking=lower
AGAAGCAATGAGGCCGAACCGTGTGTAGTGTCCTAAGGTCCTACCTAAGG
gttgggagccaaagacttgagggtcgtgaccaactcagcattccactggaggttatatgatcatacagtaaactgtttatcatcaatgca
gaatgtgggcaaactcgtgtctgcacctgccgccagaaggtacactgaggacaatcaccctggcgcetgtgctgcttgaggttatctact
gggacatctggagcctattgttcaaagaatgcagtcatgcaggcctgctctaaatcaagcagctgacctacaaccaccceccttctatct
cctttaatcaataaatacgaagggcactagaagctcagggcccttgttcactagaagcaaggtgcccccgaccccttcttccaaacat
attcttttgtctttgtctttattcccgegttegtectectttgttcagtatagtagggttcatggea
Aagcggcggccgtgaacagggacttgaggatgtgaacgaagaaagcttgce
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7.1.2 Blastergebnisse der UCSC-Datenbank

Retrosearch ID
4

6

5562

14274

18110
20418
31865
33749
37164
37164
39913
43938
44020
44045
44188
44260
44276
44553
44557

Acc.-Nummer
AL713966
AL713966
AL158847.22
AC025032

AC092674
AC138832
AL512324
AP002793
AC003029.5
AC003029
AL157789
AC008812.7
AC123912.1
AC073539
AC011460.3
AC008567.5
AC020951
AC005946
AC010332.7
AL139288
AC020914
AC011460
AC011460
AC011468
U95741, U95743
AC036111
AC003973
AL035698
AL445587
AC128685
AC048344.44
AC025886
AC090014.10
AC092103

AL136419.3
AL136295.3
AL136419.3
AC064870.5
AP000640.5
AL356285.9
AC011468.8
AP000744.4
AL159987.19
AC020708.6
AL356858.19
AC008750.9
AC020914.9
AC011460.3

NT-Nummer
NT_007592
NT_007592
NT_019273
NT_005612

NT 016354
NT 006713
NT_033985
NT_033903
NT_009775
NT_009775
NT 026437
NT 077812
NT 011295
NT 11295
NT 011109
NT 011295
NT_011295
NT_011109
NT_011109
NT_004559
NT 011109
NT 011109
NT 011109
NT 011109
NT_010393
NT_033903
NT_11295
NT_025741
NT_008470
NT 005612
NT 009714
NT_011295.
NT_029419
NT_022184

NT_026437
NT_026437
NT_026437
NT_022135
NT_033903
NT_024524
NT_011109
NT_033927
NT_011630
NT_016354
NT_079573
NT_011109
NT_011109
NT_011109

Chromosom
6p21.32
6p21.32
1p13.3
3qg25.32

4g21.1
5q13.2
10q11/21
11q12.3
1224.12
1224.12
14q24.2
19p13.2
19p13.11
19p12
19q13.41
19p13.2
19p13.2
19q13.41
19q13.41
1942.13
19q13.41
19q13.41
19q13.41
19q13.41
16p13.12
11q11
19p12
6q24.3
9q33.2
326.1
12p11.21
19p13.11
12q14.1
2p15
14q11.2
14q11.2
14q11.2
2q14.1
11q12.1
13q12.1
19q13.41
11q13.4
Xp11.21
4g32.1
Xp21.1
19q13.41
19q13.41
19q13.41

Bemerkungen

gehort zu MER4BI, besitzt aber auch ein
LTR3
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AC011460.3
AC011460.3
AC011460.3
AC011468.8
AC011468.8
AC011468.8
AC011468.8
AC010320.10
AC010320.10
AC010320.10
AL160191
AC108162
AC068722, AC073897

NT_011109
NT_011109
NT_011109
NT_011109
NT_011109
NT_011109
NT_ 011109
NT_ 011109
NT_011109
NT_011109
NT_026437
NT_016354
NT_ 010194

19913.41
19913.41
19913.41
19913.41
19913.41
19913.41
19q13.41
19q13.41
19913.41
19913.41
14q24.2
4g32.2
15¢21.1




7 Anhang 165

7.1.3 Vergleich der LTR3-Sequenzen

10 20 30 40 50 60 70 80

Primer U3 66rev CAA CTCAGCATTC CACTGRAGGC TRYATG
4 ---TGTAGAG AGCCAGAGG- --CTGGAGAA TCATGACCAA CTCAGAATTT CCACTGAGGC AATATGATCA AACAGCAAAC
6 5°LTR ---TGTAGAG AGCCAGAGT- --CCGGAGAA TCATGACCAA CTCAGCATTT CCACTGCGGC AATATGATCA AACAGCAAAC
6 3"LTR ---TATAGAG AGCCAGAGG- --CTGGAGAA TTGTCACCAA TTCAGCATT- CCACAGAGGC TATATGATCA AACAGCGAAC
5562 ---TGTTGGG AACCGAAAG- --CCTGAGGG TTGTGACCCA CTCAGCATTC CACTGAAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
14274 (MER4B  ---TGTTGGG AGCTGAAAG- --CCTGAGGG TTGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TGTATGATCA AACAGCAAAC
18810 5°LTR ---TGTAGAG AGCTGAAGG- --CCTGTGGG TAGTGACCAA CTCAGCATTT CACTG-AGGT TATATGATCA AACAACAAAC
18810 3°LTR ---TGTAGAG AGCCGAAGG- --CCTGTGTG TCATGACCAA CTCAGCATTC CACTG-AGGC TGTATGATCA AACAACAAAC
20418 5°LTR ---TGTTGGG AGCCGAAAAG GCCAAAGGGA TTGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TACATGATCA AAGAGCAAAC
20418 37LTR ---TGTTGGG AGCCAAAAAG GCCAAAGGGA TGGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TACATGATCA AACAGCAAAC
31865 5°LTR

31865 3°LTR ---TGTTGGG AGCCAAGAG- --CCTGAGGG TCATGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
33749 5°LTR ---TGTAGAG AGCCAAAGG- --TCCATGGA TCATGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
33749 3°LTR ---TGTAGAG AGCTGAAGG- --CCTGTGGG TTGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
37164 5°LTR AGCTGAATG- --CCCGTGGG TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTG-AGGC TATATGATCA AACAGCAAAC

37164 5°LTR
37164 5°LTR

AGCTGAATG- --CCCATGGG TTGTGACCAA CTCAGCATTC CACTG-AGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AGCTGAATG- --CCCGTGGG TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTG-AGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
37164 3°LTR AGCTGAATG- --CCCATGGG TTGTGACCAA CTCAGCATTC CACTG-AGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
39913 5°LTR AGCCAAA--G GCCC-GTGGG ACGTGACCAA CTCAGCATTC CACTG-AGTC TATATGATCA AACAGCAAAC
39913 3°LTR -TATACAGAG AGCCAAA--G GCCC-ATGGG ACGTGACCAA C----- ATTC CACTG-AGTC TATACGATCA AACAGCAAAC
43928 5°LTR_  TGTTGGGAGC CGAAAAGGC- --CAAAGGGA TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAAGC TGTATGATCA AACAGCAAAG
43928 5°LTR

44020 ---TGTTAGG AGCCAAAAG- --CCTGACGG TTGTGACCAA CTCAGCATCC CACTGGAGGC TATACGATTA AAGAGCAAAC
44045 ---TGTTGGG AGCTGAATG- --CCTGAGTG TTGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
44188 5°LTR3

44188 5°LTR3  ---TGCAGGG AGCCAAA--G GCCT-GTGGG ACGTGACCAA CTCAGCATTC TGCTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC

44260 5°LTR AGCTGAAAG- --CCTGAGGG TTGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC

44260 5°LTR AGCTGAAAA- --CCTGAGGG TCATGACCAA CTCAGCATTC CATTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
44276 5°LTR ----GTTGGG AGCCAAAGA- --CTTGAGGG TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGT TATATGATCA TACAGTAAAC
44276 3°LTR ---TGTTGGG AGCCCAAGG- --CCCAAAGG TTGTGACCAA CTCAGCTTTC CACTGAAGGC TATATGATAA -ACAGTGAAC
44553 5°LTR

44553 5°LTR_  ---TGCAGGG AGCCGAA--G ACCCCATGGG ATATGACCAA CTCATCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
44553 3°LTR  --—-—- TGCA GGGAGCCGAA GGCCCATGGG ACGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
44557 3°LTR ---TGTAGGG AGCCGATGG- --CCTGAGAG ACATGACCAA CTCAGCGTTC CACTGGAGGC TATATGACCA AACAGCAAAC
44557 3°LTR ---TGTAGGA AGCTGAAGG- --CCCAAGAG ATGTGACCAG CTCAACATTC CACTGGAGGC TTTATGATCA AACAACAAAC
AL139288 ---TGTTGGG AGCTGAAAG- --CCTGAGGG TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGACTA AACAGCAAAC
AC020914 LTR  ---TGTTGGG AGCCGAAAAG GCCAAAGAGA TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC020914 LTR  ---TGCAGGG AGATGAA--G GCCC-GTGGG ACGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC011460_1 ---TGTGGGG AGTCGAAAG- --CCTGAGGG TCGTGACCAA TTCAGCATTC CACTGCAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC011460_2 ---TGTTGGG AGCCGAAAAG GCCAAAGGGA TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGAG TACATGATCA AACAGCAAAC
AC011468 ---TGTTGGG AGCCGAA--G GCCC-ATGGG ATGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
U95741,U9574  ---TGTTGGG AGCTGAAAG- --GCTGAGGG TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATTTGGTCA AACAGAAAAC
AC036111 ---TGTTGGG AGCCAAAAG- --CCTGAGGG TCATGATCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC003973 ---TGTTGGG AGCTGAAAG- --CCTGAGGG TCATGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGAT-A AACAGCAAAC
AL035698 ---TGTTGGG AGCTGAAAG- --CCTGAGGG TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATTA AACAGCAAGC
AL445587 ---TGTTGGG AGCCAAAAG- --CCTGAGGG TTGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TAAATGATCA AACAGCAAAC
AC128685 ---TGTAGAG AGCCGAAAG- --CCTGTGGG TCATGACCAA CTCAGTATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC048344.44  ———-—-—-mm ———— GAAAG- --CCTGAGGG TCATGACCAA CTCAGCACTC CACTGGAGGC TATATGATAA AAGAGCAAAC
AC025886 ---TGTTGGG AGCCGAAAG- --GCTGAGGG TTGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC090014.10  ----- TAGTG AGCCGAAAG- --CCTGAGGG TTGTGACCAG CTCAGCATTC CACTG-AGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC092103 ---TGTTGGG AGCCAAAAG- --CCTGAGGG TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AAGAGCAAAC
AL136419.3 1  ---TGTAGGG AGCCAAAGG- --CCTGAGGG TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGAAGGC TATATGATCA AACAGCCAAC
AL136295.3 ---TGTAGGG AGCCAAAGG- --CCTGAGGG TTGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGAAGGC TGCATGATCA AACAGCAAAC
AL136419.3 2  ---TGTAGGG AGCCAAAGG- --CCTGAGGG TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGAAGGC TGTATGATCT AACAGCAAAC
AC064870.5 ---TGTTGGG AGCTGAAAG- --CCTGAGGG ATGTGACCAA CTCAGCATTC TACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AP000640.5 3

AP000640.5 5  ----GAGAGC CGAA---GT- --CCTGTGGG TCGTGACTAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AL356285.9 TGTTGGGAGC CGAAAAGAC- --CAAAGGGA TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCCAAC
AC011468.8 ---TGTAGAG AGCCAAAAG- --CCAAAGGG TCATGACCAA CTCTGCATTC CACTGAAGGC TATATGATTA AACAGCAAAC
AP000744.4 5  ——————- GGG AGCCGAAAG- --CCTGAGCG TTGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AP000744.4 3

AL159987.19 ---TGTTGGG AGCCAAAAG- --TCTGAGAG TAGTGACCAA CTCAACATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC020708.6 ---TGTAGGA AGCTGAAGG- --TCTGTGGG TCGTGACCAA CACAGCATTC TGCTGGAGGC TATATGATCG AACAGCAAAC
AL356858.19 ---TGTTGGG AGCTGTAAG- --CTGAATGC ---TGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC008750.9 ---TGTTGGG AGCTGTAAG- --CTGAATGC ---TGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC020914.9 5  ---TGTTGGG AGCCGAAAAG GCCAAAGAGA TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC020914.9 3  ---TGCAGGG AGATGAA--G GCCC-GTGGG ACGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC011460.3 ---TGTGGGG AGTCGAAAG- --CCTGAGGG TCGTGACCAA TTCAGCATTC CACTGCAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC011460.3 5  ---TGTTGGA GGCCGAGAA- --AATGGGGG TTGTGACCAA CCCAGTATAC CACTGGAGGC TATATGAGCA AACAGAAAAC
AC011460.3 5 GGGAGCCAAA GGCCCATGGG ACATGATCAG CTCAGCATTC CACTGGAAGC TACATGATCA AACAGCAAAC
AC011460.3 5

AC011460.3 3 AGCCGAAAAG GCCAAAGGGA TCGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGAG TACATGATCA AACAGCAAAC
AC011460.3 5 AGCCAAA--G GTCC-GTGGG ACGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC011468.8 3  --CTGTTGGG AGCCGAA--G GCCC-ATGGG ATGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC011468.8 3  ----TGCAGG GAGCCAA--A GCCT-GTGGG ACGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC011468.8 5  ---TGTAGAG AGCCAAAAG- --CCAAAGGG TCATGACCAA CTCTGCATTC CACTGAAGGC TATATGATTA AACAGCAAAC
AC011468.8 3  ---TGTTGGG AGCTAAAAAG GCCAAAGGGA TCGTGATCAA CTTAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC

AC010320.10 AGCCGAAAAG GCCAAAGGGA TCATGACCAA CTCAGCGTTC CGCTGGAGAC TATATTATCA AACTGCAAAC
AC010320.10 AGCCGAAAAG GCCAAAGGGA TTGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAG
AC010320.10 AGCCGAA--G GCCT-GTGGG ACGTGACCAA CTCAGCATTC CTCTGGAGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AL160191 = —-—mmmmmem - TGTAGA- --GAGCCAAA AGCCTTTGGG TAGTAACCAA CTCAGCATTC CACTGGAGGC TATATGATCA
AC108162 ---TGTTGGG AGCCGAAAAG GCCAAAGGGG TCATGACCAA CTCAGCATTC CACTGGCGGC TATATGATCA AACAGCAAAC
AC068722, AC GA TTGTGACCAA CTCAGCATTC CACTGAAGAC TGTATGATCA AACAGCAAAC




7 Anhang 166

90 100 110 120 130 140 150 160
4 TGTTTATCAT GAATACAGAG CAGGGGCAAA CTCTCCT-CT GTGCTGGCCA CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
6 5°LTR TGTTTATCAT GAGTACAGAA TAGGGGCAAA CTCTCCT-CT GTGCTGGCCA CCAGACGGTT TGCTGAGGGC AA-TAACTCC
6 3"LTR TGTTTATCAT GAATACAGAA TGTGGGCAAA CTCGCTT-CT GTGCCGGCCG CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
5562 TGTTTATCAT GAATACAGAA TGTGAGCAAA CTTGCAT-CT GTGCCTGCCG CCAGAAGGTA TGCTGAGAGT AA-TCACTCC

14274 (MER4B  TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA --CACAT-CT GCACCTGCTG CCAGAAGGTA TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
18810 5°LTR TGTTTATCAT GAATGCAGAA TGTGGGCAAT CTCA-CTTCT GCTCCTGCAG ACAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
18810 3°LTR TGTTTATCTT GAATGCAGAA CATGGGCAAT CTCG-CTTCT GCTCCTGCTG ACGGAAGGTG TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
20418 5°LTR TGTTTATCAT GAATACAGAA TGTGGGCAAA CTCACTT-CT GTGCCTGCCC -CAGAAAGTT TGCTGAGGGC CA-TCGCTCC
20418 37LTR TGTTTATCAT GAATACAGAA TGTGGGCAAA CTCGCTT-CT GTGCCTGCCC --AGAAGGTT TGCTGAGGGC CA-TCGCTCC
31865 5°LTR TGTGGGCAAA CTCGTAT-CT GCACCTTCCA CCAGAAGGTA TGCTGAGGGC AA-TCCCTCC
31865 3°LTR TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCACAT-CT GCACCTGCTG CCAGAAGGTA TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
33749 57LTR TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTTGTGA-CT GCACCTGCCA CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
33749 3°LTR TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCGCTA-CT GCACCTGCCA CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
37164 5°LTR TGTTTATCAT GAATGCAGAA TGTGAGCAAA CTTGCTT-CT GCTCCAGCCA CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
37164 5°LTR TGTTTATCAT AAATGCAGAA TGTGGGCAAA CTCACTT-CT GCTTCAGCCG CCAGAAGGTT CGCTGAGGGC AA-TCACTCC
37164 5°LTR TGTTTATCAT GAATGCAGAA TGTGAGCAAA CTTGCTT-CT GCTCCAGCCA CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
37164 3°LTR TGTTTATCAT AAATGCAGAA TGTGGGCAAA CTCACTT-CT GCTTCAGCCG CCAGAAGGTT CGCTGAGGGC AA-TCACTCC
39913 5°LTR TGTTTATCAT GAATACAGAA TGTGGGCAAA CTCACGA-CC GCGCCTGCCC -CAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCACTTC
39913 3°LTR TGTTTATCAT GAATACAGAA TGTGGGCAAA CTCATGA-CT GTGCCTGCCC -CAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TTGCTTC
43928 5°LTR_  TGTTTATCAT GAACGCAGGA TGTGGGCAAA CTCA-CGACT GCGCCTACCG CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
43928 5°LTR

44020 TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCACAT-CT GTGCCTGCCA CCAGAAGATA TGCTGAGGGC AG-TCACTCC
44045 TGTTTATCAT GAGTGCAGAA TGTGGGCAAA CTTGCTT-CT GCTCCTGCCA CCAGAAGGTA TACTGAGGAC AG-TCACTCC
44188 5"LTR3 CcC

44188 5°LTR3  TGTTTATCAT GAATACAGGA TGTGAGCAAA CTCAGGA-CT GCTCCTGCCA ACATAAGGTT TGCTGGAGGC AA-TCACTCC
44260 5°LTR TGTTTATCAT AAATGCAGCA TGTGGGCAAA CTCACAT-CT GCGCCTGCCA CCAGAAGTTA TGCCTAGGGC AA-TCGCTCC
44260 5°LTR TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCACAT-CT GTGCCTGCCA CCAGAAGGTA GGCTGAGGGC AA-TCACTCC
44276 5°LTR TGTTTATCAT CAATGCAGAA TGTGGGCAAA CTCGTGT-CT GCACCTGCCG CCAGAAGGTA CACTGAGGAC AA-TCAC--C
44276 3°LTR TGTTTATCAT GAATGCAGAA TGTGGGCAAA CTCACAT-CT GCTTCTGCTG CCAGAAGGTA TACTGAGGAC AA-TCACTCC
44553 5°LTR
44553 5°LTR_  TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCACGA-CT ACTCCCACTG CCAGAGGGTT TGCTGAGGGC GAGTCGCCTC
44553 3°LTR TGTTTATCAT GAATACAGGA TGTGAGCAAA CTCACGA-CT GTGCCTGCCG CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCGCTTC
44557 3°LTR TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCATGA-CT GCGCCTACCG CCAGAAGGTT TGCTGGAGGC AA-TCATTCC
44557 3°LTR T----ATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCACGA-CT GCGCCTGACA CCAGAAGGTT TGCTGAAGGT AA-TCACTCC
AL139288 TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCGCAT-CT GTGCCTGCCA CCAGAAGGTA CGCTGAGGGC C--TCATTCC
AC020914 LTR  TGTTTATCAT GAATACAGGA TGTGAGCAAA CTCACGA-CT GCACCTGCCG CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC GG-TCACTCC
AC020914 LTR  TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCACAA-TT ACTCCCACTG CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC CA-TTGCTTC

AC011460_1 TGTTTATCAT GAATGCAGAA TGTGGGCAAA CTCGTAT-CT GCACCTGCCA CCAGAAAGTA TGCTGAGGGC AA-TCACTGC
AC011460_2 TGTTTATCAC GAGTACAGAA TGTGGGCAAA CTCGCTT-CT GTACCTGCCC CAGCTTTGCT GAGGGCCACC AT-TCCCTGG
AC011468 --TTTATCAT GAATGCACGA TGTGGGCAAA CTCATGA-CT GCTTCCGCTG CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCGCTTC
U95741,U9574  TGTTGATCAT GAATGCAGGA TGAGGGTAAA CTCACAT-CT GCGCCTGCCA CCAGAAGGTA TTCTGAGGGC AA-TCACTCC
AC036111 TGTTTATCAT GAATGCAGAA TGTGGGCAAA CTCACAT-CT GTGCCTGCCG CCAGAAGGTA TGCTGAGGGC AG-TCACTCC
AC003973 AGTTTATCAT GAATGCAGAA TGTGGGCAAA CTTGCTT-CT GCTCCTGCCA CCAGAAGGTA CACTGAGGAC AG-TCACTCC
AL035698 TGTTTTTCAT GAATGCAGAA TGTGGGCAAA CTCGCAT-CT GTACCTGCCA CCAGAAGGTA TGCTGAGGGC AG-TCACTCC
AL445587 TGCTGATCAT GAGTGCAGGA TGTGGGCAAA CTCACAT-CT GCACCTGCCG CCAGAAGGTA TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
AC128685 TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCGCAA-CT GCACCTGCCG CCAGGAAGTT TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
AC048344 .44 TGTTTATCAC GAATGCAGGA TGTGGGGAAA CTCACAT-CT GCACCTGCCA CCAGAAGGTA TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
AC025886 TGTTTATCAT GAATGCAGAA TGTGGGCGAA TTCGCTT-CT GCTCCTGCCG CCACAAGGTA CACTAAGGAC AG-TCACCCC
AC090014.10 TCTTTATCAT GAATGCAGAA TGTAGGCAAA CTTGCTT-CT GCGCCGGCCA CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
AC092103 TGTTTATCAT GAATACAGGA TGTGAGCAAA CTCACAT-CT GCGCTTGCTG CCAGAAGGTA TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
AL136419.3_1  TGTTTATCAT GATTGCAAAA TGTGGGCAAA CTCGCTT-CT GCACCTGCCA CCAGGAGGTT TGCTGAGGGC AA-TTACTCC
AL136295.3 TGTTTATCAT GAATGCAGAA CGTGTACAAA CTCACTT-CT GCACCTGCTG CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
AL136419.3_2  TGTTTATCAT GAATGCAGAA TGTGGGCAAA CTCACTT-CT GCGCCTGCTA CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TGACTCC
AC064870.5 TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA ATCACAT-CT GCCCCTGCCA CCAGAAGGTA TGCTGAGTGC TG-TCACTCC

AP000640.5 3
AP000640.5 5  TATTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCA-TGACT GTGCCTGCTG CCAGAAGATA TGCTGAGTGC AA-TCACTCC
AL356285.9 TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAGA CTCAGCGACT GTGCCTACCG CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCACTCC
AC011468.8 TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCA--CATC TGCCCTGCCG CCAGAAGGTA TGCTGAGTGC AA-TTACTCC
AP000744.4 5  TGTTTATCAT GAATACAGAA TGTGGGCAAA CTCGCAC-CT GCACCTGCTA CCAGAAGGTA TGCTGAGGGC AG-TCACTCC
AP000744.4 3

AL159987.19 TGC --ACCTGCCA CCAGAAGGTA TGCTGAGGGA AG-TCACTCC
AC020708.6 T--TTATCAT GAATGCAGAA TGTGGGCAAA CTTGCGA-CT GCACCTGCTG CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AG-TTACTCC
AL356858.19 TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCACAT-CT GCACCTGCCA CCAGAAGGTA TGCTGAGGGC AG-TCACTTC
AC008750.9 TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCACAT-CT GCACCTGCCA CCAGAAGGTA TGCTGAGGGC AG-TCACTTC
AC020914.9 5  TGTTTATCAT GAATACAGGA TGTGAGCAAA CTCACGA-CT GCACCTGCCG CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC GG-TCACTCC
AC020914.9 3  TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCACAA-TT ACTCCCACTG CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC CA-TTGCTTC

AC011460.3 TGTTTATCAT GAATGCAGAA TGTGGGCAAA CTCGTAT-CT GCACCTGCCA CCAGAAAGTA TGCTGAGGGC AA-TCACTGC

AC011460.3 5  TGTTC-TCAT GAAAGCAGGA TGTTGGAAAA CTGACAAATT GCATCTGCCA CCAGAAGGAG TGCCAAGAGC AG-TCACACC
AC011460.3 5  TGTTTATCAC AAATGCAGGA TATGGGCAAA CTCACGA-CT GTGCCTGCTG ACAGAAAGTT TGCTGGCGGC TA-TCATTCC
AC011460.3 5

AC011460.3 3  TGTTTATCAC GAGTACAGAA TGTGGGCAAA CTCGCTT-CT GTACCTGCCC CAGCTTTGCT GAGGGCCACC AT-TCCCTGG
AC011460.3 5  TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGAGCAAA CTCACCA-TT GCTCCTGCCG ACAGAAGGTT TTCTGGAGGC AA-TCACTCC
AC011468.8 3  --TTTATCAT GAATGCACGA TGTGGGCAAA CTCATGA-CT GCTTCCGCTG CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC AA-TCGCTTC
AC011468.8 3  TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCATGA-CT GCTCCTGCTG ACAGAAGGTT TGCTGGAGGC AA-TCACTTC
AC011468.8 5  TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCA--CATC TGCCCTGCCG CCAGAAGGTA TGCTGAGTGC AA-TTACTCC
AC011468.8 3  TGTTTACCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCACGA-CT GCGCCTGCCG CCAGAAGGTT TGCTGAGGGC CG-TCACTCC

AC010320.10 TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCACA CTCAC-A-CT GC-CCTGCCA CCAAAAGGTT TGCTGAGGGC C--TCACTCC
AC010320.10 TGTTTATCAT GATTACAGGA CGTGAGAAAA CTCATGA-CT GCACCTGCCA CCAGGAGGTT TGCTGAGGGC CA-TCACTCC
AC010320.10 TGTTTATCAA GAATGCAGGA TATGGGCAAA CTCACAC-TT --CCCTGCCA CCAAAAGGTT TGCTGAGGGA CA-TGTCTCC
AL160191 AACAGCAAAC TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAGA CTCACAGCTG CCAGAAGATA TGCTGGGTGC AA-TCACTCC
AC108162 TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGACAAA CTCATGC--T GTGCCTGCCA CCAGAAGATT TGCTGAGGGT GG-TCAGTCC
AC068722, AC  TGTTTATCAT GAATGCAGGA TGTGGGCAAA CTCA-CATCT GCACCTGCCA CCAGAGGGTA TGCAGAGTGC AA-TCACTCC
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4 GCTGAGCTCC TTCAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTAGAATC TATTGTTCAA GGAATGCAGT
6 5°LTR GCCGGGTTCC TTAAGGTTAT CTGCTGGGAC ATCTAGAGCC TATTGTTCGA GGAATGCAGT
6 3°LTR GCCGGGCTCC TTGAGGTTAT GCACTGGGAC ATCTAGAGCC TATTGTTTGA GGAATGCAGT
5562 GCCGTGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTGGAGCC TACTGTTCAA ATAATGCAGT

ACCATGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTGGGGCC TACTGTTCAA AGAATGCAGT
ACTGTGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGAAC ATGTGGAGAT TACTGTTCAA AGATTGCTGT
GCCATGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGAAC ATCTGGAGAC TACTGTTCAA AGAATGCCAT
CCCG-GCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC GTCTAGAGCC TATTGTTCGA GGAATGCAGT
CCCG-GCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTAGAGCC TATTGTTCGA GGAATGCAGT
ACCATGCTCC TTGAGGTTAT CTGCTGGAAC ATCTGGAGCC TGCTGTTCTA AGAAAGCAGT
GCCATGCCCC TTAAAGTTAT CTACTGGAAC ATCTAGAGCC TACTGTTCTA AGAAGGCAGT
ACCATGCTCC TTGATGTTAC CTACTGGGAC ATCTAGAGCC TACTGTTTGA AGAATGCAGT
GCCATGCTCC TTGATGTTAT CTACTTTGAC ATCTAGAGCC TACTGTTTGA AGGATGCAGT
ACTGTATGCC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCCAGAGCC TACTGTTCAA ATAATGCAGT
GCCATGCTCT TTGAGGTTAT CTACTGAGAC ATCTAGAGCC TACTGTTCAA AGAATGCAAT
ACTGTATGCC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCCAGAGCC TACTGTTCAA ATAATGCAGT
GCCATGCTCT TTGAGGTTAT CTACTGAGAC ATCTAGAGCC TACTGTTCAA AGAATGCAAT
GCCAAGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTAGAG-- ——===-===-—= -- AATGCAGT
GCCAAGCTCC TTGAGGTTAT CTATTGGGAC ATCCAGAG-- —----—=-—=--= —- AATGCAGT
ACCACGCTCA CTGGGGTTAT CTACTGGGAC ATCTAGAGCC TATTGCTCGA AGAATGCAGC

14274 (MER4B
18810 5°LTR
18810 3"LTR
20418 5°LTR
20418 3"LTR
31865 5°LTR
31865 3°LTR
33749 5°LTR
33749 3"LTR
37164 5°LTR
37164 5°LTR
37164 5°LTR
37164 3°LTR
39913 5°LTR
39913 3"LTR
43928 5°LTR_
43928 5"LTR_

44020 CT-—mmmmmm o GGC ACTGTGCTCC TTGCAGTTGT CTACTGGAAC ATCTGGAGTC TACTGTTCAA AGAAAGCATT
44045 CT-—mmmmmm e GGT GCCATGCTCC TTGGAGTTAT CTACTGGAAC ATCTGGAGAG TACTGTTCAA AGAATACAGT
44188 5°LTR3 CT GGC GCC --G---TTAT CTACTGCGAC ATCTAGAG-- ---=-====== --= AATGCAGT
44188 5°LTR3  CT GGC ACC --GAGGTTAT CTACTGCGAC ATCTAGAG-- ------=--=-= -- AATGCAGT

44260 5°LTR
44260 5°LTR
44276 5°LTR
44276 3°LTR
44553 5°LTR
44553 5°LTR CT-—=mmmm = GGT GCCGAGCTCC TTG

44553 3°LTR GCC --AAGCTCTT TGAAGTTATC TACTGGAAC- ----ATCTAG AGAATGCAGT

GCTGTGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGAAT ATCTGGAGCC TACTGTTCAA AGAAAGCAGT
ACTGTGCACC TTGAGGTTAT CTACTGGAAT ATCTGGAGCC TACTGTTCAA GGAAAGCAGA
GCTGTGCTGC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTGGAGCC TATTGTTCAA AGAATGCAGT
GCTGTGCTGC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTGGAGCC TATTGTTTGA AAAATGCAGT

44557 3°LTR ACTGTGCTCA CTGAGATTAT CTACTGGGAC ATCTAGAGCC TATTGTTCAA AGAATGCAGT
44557 3°LTR GCCATGCTCA TTGAAATTAT CTACTGGGAC ATCTACAGTC TATTGTTCAA AGAATGCAGT
AL139288 TCTGTGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTGGAGCC TACTGTTCAA AGAATGCAGT

AC020914 LTR
AC020914 LTR

GCCG-GCTCC TTGAAGTTAT CTTCTGGGAC ATCTAGGGCC TACTGTTCAA GGAATACAGT
GCCGAGCTCC TTGAAGTTAT CTACTGGGAC ATCTAG---- —-—====—=-= AGAATGCAGT

AC011460_1 ACCATGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTGGAGCC TACTGTTCAA AGAATGCAGT
AC011460_2 GGCT----CC TGGAGGCTAT CTATGGGGAC ATCTAGAGGC TATTGCTCAA GGAATGCAAT
AC011468 GCTGAGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTAGAG-- ——=—===-—= -- AATGCCAT
U95741,U9574  CT-------= ——————= GGC ACCATGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGAAC ATCTGGAGCC TACTGTTCTA AGAAAGCAGC
AC036111 ACCATGCTTC TTGAGGTTAT CTACTGGAAC ATCTGGAGCC TACTGTTCAT GGAAAGCAGT
AC003973 GCCATGCTCC TTGAAGTTAT CTACTGGAAC ATCTGGAGAG TGCTGTTGAA AGAATACAGT
AL035698 ACCGTGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTGGAGCC TACTGTTCAA AGAATGCAGT
AL445587 GCCGTGCTCC TTGAGATTAT CTACTGGAAC ATCTGGAGTC TACTGTTCTA AGAAGGCAGT
AC128685 GCTGTGCTCC TTCAGGTTAT CTACTGGAAC ATCTGGAGAC TACTGTTCAA AGAATGCAGT
AC048344 .44 GCCGTGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGAAC ATCTGGAGCC TACTGTTCAA AGAAAGCAGT
AC025886 GCCATGCTTC TTGAGGTTAT CTACTGGAAC ATCTGCAGAG TACTGTTTAA AGAATACAGT
AC090014.10 GCTGTGCTCC TTGAGGTTAT CTGCTGGAAC ATCTGGAGAC TACTGCTCAG AGAATGCAGT
AC092103 GCTGAGCTCC TTGAGAGTAT CTAATGGAAC ATCTGGAGCC TACTGTTCTA AGAAAGCAGT
AL136419.3 1 GCTGTGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGAAC CTCTGGAGAC TACTGTTCAA AGAATGCAGT
AL136295.3 GCTGTGCTCC TTGAGGTTAT CTGCTGGAAC ATCTGGAGAC TACTGTTCAA AGAATGCAGT
AL136419.3 2 GCTGTGCTCC TTGAGGTTAT CTACAGGAAC ATCTGGAGAC TACTGTTCAA AGAATGCAGT
AC064870.5 ACCACACTCC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTGGAGCC T-CTGTTCAA AGAATGTAGT
AP000640.5 3

AP000640.5 5 ACTGTGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGAAC ATCTGGAGAC TACTGTTCAG AGAATGCAGC
AL356285.9 GCTGTGCTCA TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTAGAGCT TATTGTTTGA AGAATGCAGT
AC011468.8 ACCATGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGAAAC ATCTGGAGGC TACTGTTCAG AGAATGCAGT

AP000744.4 5
AP000744.4 3
AL159987.19

GCCGTGCTCC TTGAGGTTAT CTATGGGGAC ATCTGGAGCC TAGTCTTCAA AGAATGTAGT

GCCGTGCTCC TTGAAGTTAT CTACTGGAAC ATCTGGAGCC TACTGTTCAA AGAATGCAGA

AC020708.6 GTCATGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGAAT ACCTGGAGAC TACTGTTCAA AGAATGCAGT
AL356858.19 GCCATGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGAAC ATCTGGAG AAAGTAGT
AC008750.9 GCCATGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGAAC ATCTGGAG AAAGTAGT
AC020914.9 5 GCCG-GCTCC TTGAAGTTAT CTTCTGGGAC ATCTAGGGCC TACTGTTCAA GGAATACAGT
AC020914.9 3 GCCGAGCTCC TTGAAGTTAT CTACTGGGAC ATCTAG---- ——-=——-—-—- AGAATGCAGT
AC011460.3 ACCATGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTGGAGCC TACTGTTCAA AGAATGCAGT
AC011460.3 5 AGAGTGTTCC TTGTGGTT--

AC011460.3 5 GCT. --GAGGTTAT CTGCTGGGAC ATCTAGAGCC TGTTGTTTGA GGAATGCAAT
AC011460.3 5 --GTGGTTAT CTATAGGAAC ATCTGAAGCC TGTTGTATAA AGAAAGTAAT
AC011460.3 3 GGCT----CC TGGAGGCTAT CTATGGGGAC ATCTAGAGGC TATTGCTCAA GGAATGCAAT
AC011460.3 5 GCT. --GAGGTTAT CTACTGCAAC ATTTAGAG-- --------=-- -- AATGTAGT
AC011468.8 3 GCTGAGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGGAC ATCTAGAG-- —---—=-—--= —- AATGCCAT
AC011468.8 3 GCC --AGGGTTAT CTACTGCCAT ATCTAGAGCC TGTTGTTTGA GGAATGCAGT
AC011468.8 5 ACCATGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGAAAC ATCTGGAGGC TACTGTTCAG AGAATGCAGT
AC011468.8 3 GCCGGGCTCC TTGAAGTTAT CTACTGGGAA ATCTAGAGCT TATTGTTGGA AGGATGCAGT

AC010320.10
AC010320.10
AC010320.10

ACCGGGCTCC TTGAAGTTAT CTATTGAGAA ATCTAGCACC TATTGTTCGA AGAATGCAGT
GCCGGGCTCC TTGAAGTTAT CTACTGGGAA ATCTAGCACC TATGGTTTGA AGGATGCAGT
ACCGGGCTCC TTGAAGTTAT CTAATGAGAA ATCTAGCACC TATTATTCAA AGGATGCAGT
AL160191 GCCATGCTCC TTGAGGTTAT CTGCTGGAAC ATCTGGAGAC TACTGTTCAG AGAATGCAGT
AC108162 GCCGGGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGAGAC ATCTAGAGCC TATTGTTAGA GGAATGCAGT
AC068722, AC  CT----—--= ——————— GGT GCCATGCTCC TTGAGGTTAT CTACTGGAAC ATCTGGAGGC TACTGTTCAG AGAATGCAGT
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Primer U5_297-for CCTTCTCCCT ATCTCYTTTA
4 CTTGGAAGGC -TGCTCTGGA GCAA-GCAGC AGACCGACAA CGA------- —- C---CC-- CCTTCTTGCT ATCTCTTCT-
6 5°LTR CTTGCAAGGC -TGCTCTGGA GCAA-GCAGC AGACCGACAA --C---TCC- -CTTCTTGCT ATCTCTTTT-
6 3°LTR CTTGCAAGCC -TGCTCTGGA TCAA-GCCAC AGACTGA--A --C---CCC- -C---———== ——mmmm———
5562 CATGCAGACC -TGCACTAAG TCAA-GCAGC TGACC-ACAA --TCCCCT-- ATCTCCTTTA
14274 (MER4B1) CATGCAGGCC -TGCCCTAAG TCAA-GCAGC TGACTGACAA --CCCCCT-- ATCTCTTTTA
18810 5°LTR TGTGCAAGCC -TGCTCTAAG TCAA-GCAGC TGACTGACAA CCA------- -— CCCCCCT- --T-CTCCCT ATCTCCTTTA
18810 3"LTR CGTGCAAGCT -TGCTCTAAG TCAA-GCAGC TGACTGACAA CGA------- —- TCCCTCT- --TTCTCCCT ATCTCCTTTA
20418 5°LTR CTTGCAAGCC -TACTCTGGA CTGAG-CAGC TGACCTCTTC -CCACACC-- CCTTCTCACT ATCTCTTTTG
20418 3°LTR CTTGCAAGCC -TACTCTGGA CCGAG-CAGC TGACCTCTTC -CCACACC-- CCTTCTCACT ATCTCTTTTG
31865 5"LTR CATACAGGCC -TGCACTAAA TCAA-GCAGC TGACCAACAA CCA------- —— CTCCCTT- --C-TTC-CT ATCTCCTTTA
31865 3"LTR CATGCAGGCC -TGCACTAAA TCAA-GCAGC TGACCAACAA CTG------- -- CCCCCT-- --G-CTCCAT ATCTCTTTTA
33749 5°LTR CTTGCAAGCC -TGCTGTAAA TCAA-GCTGC TGACCAACAA CCA------- -— CACCCCC- -CTTCTCGCT ATCTCTTTTA
33749 3°LTR CTTGCAAG--
37164 5°LTR CTTGCAAGCC -TGCTGTAAA TCAA-GCTGC TGACCACCAA CCA------- —- CCCCCCAC CCTTCTCCCT ATCTCCTTTA
37164 5°LTR CTTGTGAGCC -TGCTGTGAA TCAA-GCTGC TGACCGACAA --CCCCCC-- -CTTCTCCCT ATCTCCTTTA
37164 5°LTR CTTGCAAGCC -TGCTGTAAA TCAA-GCTGC TGACCACCAA --CCCCCCAC CCTTCTCCCT ATCTCCTTTA
37164 3°LTR CTTGTGAGCC -TGCTGTGAA TCAA-GCTGC TGACCGACAA --CCCCCC-- -CTTCTCCCT ATCTCCTTTA
39913 5°LTR CTTGTGAGAC -TACTCTGGA C-GAG-CAGC TGACCCCTTC -CCACCCC-- CCTTCTCACT ATCTCTTTTG
39913 3"LTR CTTGCAAGCC -TACTCTGGA CCGAG-CAGC TGACCCCCTC -CCACTTC-- CCTTCACACT ATCTCTTTTG
43928 5"LTR_  CTTGCAAGCC -TGCTGTAAA TCAA-GCCGC TGACTGACAA CCA------- —- CCCCCCG- --C---CCCC ATCTCCTTTA
43928 5°LTR_ TACT TTTA--TTTA
44020 CGTGCAGGCC -TGCACTAAA TCAA-GCAGC TGATTGACAA CCA------- -- CCCCTT-- --T-CTCCCT ATTTCCTTTA
44045 CATGCAGGCC -TGCATTAAG TCAA-GCAGC TGACC-ACAA CCT------- -- CCCCCT-- --T-CTCCCT ATCTCCTTTA
44188 5°LTR3 CTTGCAAGAC -TACTCTGGA CCGAG-CAGC TGACCCCTTC -CCACCTC-C CCTTCTCACT GTCTCTTTTG
44188 5"LTR3 CTTGCAAGCC -TACTCTGAA CTGAG-CAGC CGACCCCTTC -CCACCCC-C CCACCCTCCT ATCTCTTTTG
44260 5°LTR CATGGAGACC -TGCACTAAA TCAA-GCAAC TGACTGACAA --CCCCCT-- --C-CTCCCT ATTTCCTTTA
44260 5°LTR CATGCAGGCC -TGCACTAAA TCAT-GCAAC TGGCTCATGA --CCTGCT-- C-CTCCCT ATTTCCTTTA
44276 5°LTR CATGCAGGCC -TGCTCTAAA TCAA-GCAGC TGACCTACAA --CCCCCT-- T-CT---- ATCTCCTTTA
44276 3"LTR CATGCAGGCC -TGCTCTAAA TCAA-GTAGC TGACCTACAA CCA------- —- CCCGCT-- --T-CTCTCT ATCCCCTTTA
44553 5°LTR
44553 5"LTR_
44553 3°LTR CTTGCAAGCC -TACTCTGGA CCAAC-CAAC TGACCTCTTC TTCCAC---- —-==—-- CC-C CCTTCTCACT ATCGCTTTTC
44557 3"LTR CTTGCAAGCC -TGCTGTAAA TCAA-GCCGC TGACCGACAA --CCCCCACC CTTCTCC--- -- CTCTTTTA
44557 3"LTR CTTGCAAACC -TGTTGTAAA TCAA-GCCGC TGACCAATAA --CCCCCTCC CCCTGCCACC ATCTCCTTTA
AL139288 CATGCAGGCC -TGCACTAAG TCAA-GCAGC TGACC-ACAA --CCCCCT-- --T-ATCCCT GTCTCCTTTA
AC020914 LTR CTTGCAAGCC -TACTCTAGA TGGAG-CAGC TGACCTCTTC —CCACCCC-T CCTTCTCGCT ATCTCTTTTG
AC020914 LTR CTTGCAAGCC -TACTCTGGA CCAAG-CAGC TGACCTCTTC -CCACCCCAC --TTCTCGCT ATCTCTTTTG
AC011460_1 CATGCAGGCC -TGCACTAAA TCAA-GCAGC TGACCGACAA CCA------- -- CCCCCG-- --C-TCCT-T GTTTTCTTTA
AC011460_2 CTCACAAGCC -TGCTGTGAA CCAAA-AGGC CGACTGACAA TTACTCGACA ATCACCCC-C CCTTCTCTCT ATCTCTTTTG
AC011468 CTTGCAAACC CTACTCTGGA CTGAG-TAGC TGACCCCTTC TT-------- -CCACCCG-- CCTTCTCACT ATCTCTTTTG
U95741,U9574 CATGCAGGCC -TGCACTAAA TCAA-GCAGC TGACTGACAA CCA------- -- CCCCCTT- --T-CTCTCT ATCTCTTTTA
AC036111 CACGCAAGAC -AGCACTAAA TCAA-ACAAC TGACCGACAA ATCTCCTTTA
AC003973 CATGCAGGCC -TTCATTAAG TCAA-GCAGC TGACC-ACAA ATCTCCTTTA
ALO35698 CATGCAGGTC -TGTACTAAG TCAA-GCAGC TGACCGACAG ATCTCCTTTA
AL445587 CATGCAGGCC -TGCACTAAA TCAA-GCAGC TGACCAACAA ATCTCCTTTA
AC128685 CATGCAGGCC -TGCACTGAG TCAA-GCAGG TGACC-ACAA ATCTCCTTTA
AC048344 .44 TATGCAGGCC -TGCACTAAG TGAA-ACAGC TGACTGACAA ATTTCCTTTA
AC025886 CATGCAGGGT -TGTACTAAG TCAA-GCAGC TGACC-ACAA ATCTCCTTTA
AC090014.10 CATGCAGGGC -TGCACCGAG TCAG-GCAGC TGAAC-ACGA CCA------- —- CCCCCT-- --T-CTCCCT ATCTCCTTGA
AC092103 CATGCGGGCC -TGCACTAAA TCAA-GCAGC TGACCTACAA CCA------- -— CCCCCT-- --C-CTCCCA GTTTCTTTTA
AL136419.3_1 CATACAAGCC -TACACTAAG TCAA-GCAGC TTACTGACAA ATCTCCTTTA
AL136295.3 CATGCAAGCC -TGCACTAAG CCAA-GCAGC TGACTGACAA ATCTCCTTTA
AL136419.3_2 CATGCAAGCC -TGCACTAAG CCAA-GCAGC TGACTGACAA CTA------- -— CCCCCT-- --T-CTCCCT ATCTCCTTTA
AC064870.5 CATGCAGGCC -TGCAATAAA TCAA-GCAGC TGACCTACAA CCA------- —- CCCGCT-- --T-CTCCCT CTCTTCTTTA
AP000640.5 3
AP000640.5 5 CTTGCAAGCC -TGCACTGAG TCAA-GCTGC TGACCGACAA CCA------- -— CCCCCCT- --T-CTCCCA ATCTCCTTTA
AL356285.9 CTTGCAAGCC -AGCTGTAAA TCAA-GCTGC TGACCAACCA --CCTCCT-- ---CCCT GTGTCCTTTA
AC011468.8 CGTGCAAGCC -TGCACCAAG TCAA-GCAGC TGACTGACAA --CCCGCTT- C--TCCCT ATCTCCTTTA
AP000744.4 5 CATGCAGGCC ATGTACTAAG TCAA-GCAGC TGACCGACAA CCA------- -— CCCCCT-- --T-CTCCTT ATCTCCTTTA
AP000744.4 3
AL159987.19 CATGGAGGCC -TGCACTAAG TCAA-GCAGC TGACTGACAA CCA------- —— CCCACT-- --T-CTCCCT ATCTCCTTTA
AC020708.6 CCTGCAGGCC -TGCACCCAG TCAA-GCAGC TGACC-ACAA CCA------- -— CCCCCT-- --T-CTCCCT ATCTCATTTA
AL356858.19 CATGCAGGCC -TGCACTAAA TCAA-GCAGC TGACTGACAA CCA------- -- CCC-CT-- --T-CTCCCT ATTTCTTTTA
AC008750.9 CATGCAGGCC -TGCACTAAA TCAA-GCAGC TGACTGACAA --CCC-CT-- --T-CTCCCT ATTTCTTTTA
AC020914.9 5 CTTGCAAGCC -TACTCTAGA TGGAG-CAGC TGACCTCTTC -CCACCCC-T CCTTCTCGCT ATCTCTTTTG
AC020914.9 3 CTTGCAAGCC -TACTCTGGA CCAAG-CAGC TGACCTCTTC -CCACCCCAC --TTCTCGCT ATCTCTTTTG
AC011460.3 CATGCAGGCC -TGCACTAAA TCAA-GCAGC TGACCGACAA CCA------- —- CCCCCG-- --C-TCCT-T GTTTTCTTTA
AC011460.3 5
AC011460.3 5 CTTGCAAGCC -TACTCTGGA CCAAC-CAAC TGACCCCTTC TTCCAC---- —-==-—-- AC-C CCTTCTCACT ATCCCTTTTG
AC011460.3 5 TATGTGTACC -TCTAATGAA TCAAAGCAGC TGACCAACCG TTA------- -—- CCTCTCT- --C--TCCCT ATTGATTCTA
AC011460.3 3 CTCACAAGCC -TGCTGTGAA CCAAA-AGGC CGACTGACAA TTACTCGACA ATCACCCC-C CCTTCTCTCT ATCTCTTTTG
AC011460.3 5 CTTGCAAGCC -TCCTCTGGA CTGAG-CAGC TGACCCCTAC -CCACTGCAC CCCCCCAACT ATCTCTTTTG
AC011468.8 3 CTTGCAAACC CTACTCTGGA CTGAG-TAGC TGACCCCTTC -CCACCCG-- CCTTCTCACT ATCTCTTTTG
AC011468.8 3 CTTGCAAGCC -TACTCTGGA CTGCG-CAGC TGACCCCTTC —CCACCAT-- CCTTCTCACT ATCTCTCTTG
AC011468.8 5 CGTGCAAGCC -TGCACCAAG TCAA-GCAGC TGACTGACAA CCA------- -— CCCGCTT- --C--TCCCT ATCTCCTTTA
AC011468.8 3 CTTGCAAGCC -TGCTGTGAT CCAAA-CGGC CGACTGA--G TTACC-AACA ATCACCCCCA CTT-CTGGTT ATCTCTTTTA
AC010320.10 CTTGCAAGCC -TGCTGTCAA TCAAA-CTGC TGACCGA--- ———————— CA ACCCCCCACC GCT-CTTGCT ATCTCTTTTG
AC010320.10 CTCTCAAGCC -TGCTGTGAA CCAAAATTGC CGACTGACAA TTACCCAATA ATCATCCTCT CTTTCTCGTT ATCTCTTTTA
AC010320.10 CTTGCAAGCC -TGCTGTGAA CCAAA-CGGC TGACTGACAA TTACCTGACA ATCACCCTGC CTTTCTCGCT CTCTCTTTTG
AL160191 CATGCAGGCC -TGCGCCGAG TCAA-GCAGC CTACTGACAA CCA------- —- CCTCCTT- --C--TCCCT ATCTTCTTTT
AC108162 CTTGCAAGCC -TACTCTGGA CCCA-GCAGC TGATT-TCTT --CCACTCCC TCTTCTAGCT ATCTCTTTTA
AC068722, AC TGTGCAAGCC -TGCACCGAG TCAA-GCAAC TGACTGACAA CCA------- -- CCTCACT- --T-CTCCCT ATCTCCTTTA
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Us_297-for

4 --CAGTAAA- TACAAAGGAA GCTCAA---- —————————e GGCTCAGGGC ---CTTTGTT CACAAAGAGC AAGGTG----
6 5°LTR --CAGTAAA- TACGAAGGAA GCTCAA---- —————————m AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACAAAGAGC AAGGTG

6 3°LTR ---GAAGAGC AAGGTG----
5562 CTCAATAAA- TATGAAGGAC TCTAAA---=- —————-—-—m AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC AAGGAG----

14274 (MER4B  CTCAATAAA- TACGAAGGGC TCTAGA----
18810 5°LTR CTCAATAAA- TATGAAGGGC TCTA-A----
18810 37LTR CTC---AAA- TACAAAGGGA TCTA-A----
20418 5°LTR CCTAATAAA- TACAGAGGGC TGTGTA----
20418 3TLTR CCTAATAAA- TATGGAGGGC TGTGTA----
31865 5°LTR TTCAATAAA- TGCAAAGGGC TCTAGA----
31865 3°LTR CTCAATAAA- TATGAAGGGC TCTAGA----

AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC
AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC
AGCTCAGTGC ---CCTTGTA CACTAGAAGC
AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAGAC
AGCTCAGGGC ---CCTTGTC CACTAGAGGC
AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC
AGCCCAGGGC ---ACTTATT CACTAGAAGC

33749 5°LTR CCTAATAAA- TACGATGGGC TGTAAA---- —————————— AGCTTAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC AAGGAG----
33749 37LTR

37164 5°LTR CCCAATAAA- TACAAAGGGC TCTA-A---- —————————- AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC AAGGAG----
37164 5°LTR CCCAATAAA- TACAAAGGGC ACTA-A---- AGCTCAGGGC ---CCTTTTT CACTAGAAGC

37164 5°LTR CCCAATAAA- TACAAAGGGC TCTA-A---= —————————- AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC AAGGAG----
37164 3°LTR CCCAATAAA- TACAAAGGGC ACTA-A---- —————————- AGCTCAGGGC ---CCTTTTT CACTAGAAGC AAGGAG----

39913 5°LTR CCTAATAAA- TACGGAGGGC TGTGTA----
39913 3°LTR CCTAATAAA- TACGGAAGGC TGTGTAC---
43928 5°LTR_  CCCAATAAAA TGCAAAGGGG TCTA-A----
43928 5°LTR_  CCCAATAAAA TGTGAAGGGC TTTA-A----

AGGTCAGGGC ---CCTTGTC CACTAGAGGC
AGGTCAGGTC ---CCTTGTC CACTAGAGGC AAGGTG----
AGCTCAAGGT ---ACTTGTT CACTAGAAAG AAGCAAGGAG
AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CAGTAGAAGC

44020 CTTAATAAA- TACAAAGGGC TCTAGA---- AGCTCAGGGG ---CCTTGCT CCCTAGAAGC -
44045 CTCAATAAA- TACAAAGGGC TATAGA---- AGCTCAGGAC ---CCTTGTT CACCAGAAGC -
44188 5°LTR3  CCTAATAAA- TATGAAGGGC TGTGTA---- AGCTCAGGGC ---CCTTGTC CCCTAGAGGC -
44188 5°LTR3  CCTAATAAA- TACGGAGGGC TGTGTA---- —-—=—--- A- AGCTCAGGGC ---CCTTGTC CACTAGAGGT AAGGTG----
44260 5°LTR CTCAATAAA- TATGAAGGGC TCTAGA---- ——==—-—-—= AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC AAGGAG----

44260 5°LTR CTCAATAAA- TACAAAGGGC TCTAGA---- -
44276 5°LTR ATCAATAAA- TACGAAGGGC ACTAGA---- -

AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC
AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC

44276 3"LTR CTCAGTAAA- CATGAAGGGT GCTAGA---- ——=—=—=—-—= AGCTCGGGGC ---CCACGTT CACTACAAGC AAGAAG----
44553 5°LTR C ---CTT-GTC CACTAGAGGC AAGGTG----
44553 5°LTR_

44553 3"LTR TCTAATAAA- TACAGAGGGC CGTGTA---- ——=—-—--- A- AGCTCAGGGC ---CTT-GTC CACTAGAGGC AAGGTG----

44557 3°LTR CCCAATAAAA TGTGAAGGGC TCTA-A---- -
44557 3°LTR CCCAATAAAA TACAAAGGGC TCTA-A---- -
AL139288 CTTAATAAG- ----AAGGGC TCTAGA---- -
AC020914 LTR  CCTAATAAA- TATGGAGGGC TGTGTA---- -
AC020914 LTR  CCTAATAAA- TACAGAGGGC TGTGTA---- -

AGCTCAGGGC ---CCTTGTC CATTAGAAGC
AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGA---
AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC
AGTTCAGGGC ---CCTTGTC CACTAGAGGC
AGTTCAGGGC ---CCTTGTC CACTAGAGGC

AC011460_1 CTCAATAAA- TATGAAGTGC TATAGA---- - AGCTCAGGGG ---CCTTGTT CACTAGAAGC -
AC011460_2 CCTAATAAA- TACGGAGAGC TGTGTA---- - AGCTCAGAGC ---CCTTATC CACTAGAGGC -
AC011468 CCTAATAAA- TATGGAGGGC TGTGTA---- - AGCTCAGGGC ---CCTTGTC CACTAGAGGC -
U95741,U9574  CTCAATAAA- TATGAAGGGC TGTAGA---- - AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC -
AC036111 CTCAATAAA- TACGAAGGGC TCTAGA---- ——=——=—-—= AGCTCAAGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC AAGGAG----
AC003973 CTCAATAAA- TACAAAGGGC TATAGA---- ——=—————-—= AGCTCAGGAC ---CCTTGTT GACTAGAAGC AAGGAG----
AL035698 CTCAATAAA- TACAAAGGGC TCTAGA---- - AGCTCAGCGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC -
AL445587 CTCAATAAA- TAAGAAGGGC TCTAGA---- - AACTCAGGGC ---CCTTGTT CGCTAGAAGC -
AC128685 CTCCATAAA- TATGAAGGGC AATAGA---- ——=———=—-—= AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACCAGAAGC -
AC048344 .44 CTCAATAAA- TACAAAGGGC TATAGA---- ————-————- AGCTCAGAGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC -
AC025886 CTCAATAAA- TATGAAGGGC TATAGA---- - AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC -
AC090014.10 CTCGATAAA- TATGAAGGGC TATAGA---- - AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC -
AC092103 CTCAATAAA- TACGAAGGGC TATAGA---- - AGCTCAAGGT ---CCTTGTT CACAAGAAGC -
AL136419.3_1  CTCAGTAAA- TACGAAGGGG TATAGA---- - AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CCCTAGAAGA -
AL136295.3 CTCAATAAA- TACGAAGGGC TGTAGA---- - AGCTCAGCAC ---CCTTGTT CACTAGAAGC -
AL136419.3 2  CTCAATAAA- TACAAAGGGC TATAGA---- ——====—-—= AGCTCAGGGC ---CCTTCTT CACTAGAAGC -
AC064870.5 CTCAATAAA- CACAAAGGGC TCTAGA AGCTGAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC AAGAAG----
AP000640.5 3

AP000640.5 5  CCCAATAAA- TACAAAGGGC TGTA-A---= ———————-—m AACTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC AAGGAG----
AL356285.9 CTCAATAAAA TGCGAAGGGC TCTA-A---- - AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC AAGGACCGCC
AC011468.8 CTCAATAAA- TATGAAGGGC TCTAAA---- - AGCTCAGGAC ---TCTTGCT CACTAGAAGC AAGGAG----
AP000744.4 5  CTTAGTAAA- TACAAAGGGC TCTAGA---- ——====—=—= AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC AAGGAG----
AP000744.4 3

AL159987.19 CTCAATAAA- TACGAAGGG- TTTAGA---- ——=———=—-—— AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAAAAGC AAGGAG----
AC020708.6 CTCAATAAA- TATGAAGGGC TATAGA---- - AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGC -
AL356858.19 CCCAATAAA- TACGAAGGGC TCTAGA---- - AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACCAGAAGC -
AC008750.9 CCCAATAAA- TACGAAGGGC TCTAGA---- - AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACCAGAAGC -
AC020914.9 5  CCTAATAAA- TATGGAGGGC TGTGTA---- - AGTTCAGGGC ---CCTTGTC CACTAGAGGC -
AC020914.9 3  CCTAATAAA- TACAGAGGGC TGTGTA---- - AGTTCAGGGC ---CCTTGTC CACTAGAGGC -
AC011460.3 CTCAATAAA- TATGAAGTGC TATAGA---- —————-—-—= AGCTCAGGGG ---CCTTGTT CACTAGAAGC AAGAAG----
AC011460.3 5

AC011460.3 5  CCTAATAAA- TACAAAGGGC TGTGTA---- —-—-—--- A- AGCTCAGAGC ---CTTTGTC CACTAGAGGC AAGGTG----
AC011460.3 5  CCTAATACA- TATGAAGGGC TGTAGA AGCTGAGGGC TGTCTTTGCT CACTAGAAGC

AC011460.3 3  CCTAATAAA- TACGGAGAGC TGTGTA---- —-—-—-—- A- AGCTCAGAGC ---CCTTATC CACTAGAGGC

AC011460.3 5  CCTAATAAA- TGCAGAGGGC TGTGTA---- -------- A- AGCTCAGGGC ---CCTTGTC CACTAGAGGC AAGGTA----
AC011468.8 3  CCTAATAAA- TATGGAGGGC TGTGTA---- —-—-—-—- A- AGCTCAGGGC ---CCTTGTC CACTAGAGGC AAGGTG----
AC011468.8 3  CCTAATAAA- TACGGACGGC TGTGTA---- AGCTCAGGGC ---CCTTGTC CACTACAGGC -
AC011468.8 5  CTCAATAAA- TATGAAGGGC TCTAAA---- —————-———m AGCTCAGGAC ---TCTTGCT CACTAGAAGC -
AC011468.8 3  CCTAATAAA- TTTGGAGGGC TGAA AA AGCTCAGGGC ---CCTTGTC CACTAGAGGC -
AC010320.10 CCTAATAAA- TACGGAGGGC TGTGTAGGAG GACTGTGTAA AGCTCAGGGT ---CCTTGTC CACTAGAGGC -
AC010320.10 CCTAATAAA- TTTGGAGGGC TGAA---=-== ——==—=—= AGCTCAGAGC ---CTTT-TC CACTAGAGGC -
AC010320.10 CCTAATAAA- TATGGAGGGC TGTGTA---- AGCTCAGAGC ---CCTTGTC CACTAGAGGC -
AL160191 CTCAATAAA- TATGAAGGGA GCTAGA---- AACTCAAAGC ---CCTTGTT CACTAGAAGT -
AC108162 C-CAATAAA- TACAAAGGGC TGTGGA---- —=======—= AAGTCTGGGC ---CCTTGTC CACTAGAGGC AAGGTG----

AC068722, AC  CTCAATAAA- TACGAAGGGC TCTAAA---- —————————- AGCTCAGGGC ---CCTTGTT CACTAGAAGA AAGGAG----
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410 420 430 440 450 460 470 480
Primer US_459-for TGCATT CRYCCYCCTT TGTTCAG
4 ~C-CCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTT TTGTCTTT-A TTTCCACATT CATCCTCCTC TGTTCAGTCC

6 5°LTR -C-CCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTT TTGTCTTT-A TTCCCACATT CGTCCTCCTT TGTTCAGTCC
6 3°LTR —-CGCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTCTGTCTT TTGTCTTT-A TTCACCCATT CATCCTCCTT TGTTCAGTCC
5562 ~TCCCCTGAC CCCCTTCTTC AAAACATACT CTTCAGTCT- TTGTCTTT-A TTCCCGCCTT GGTCCTCCTT TGTTCAGTCC
14274 (MER4B  -CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-GATACA CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCTGCATT CATCCTCCTT TGTTTAGTCC
18810 5°LTR —-CCCC-CAAC ACTTTATTCC AAA-TATATT CTTTTGTCT- TTATCTTT-A TTCCCATGTT CATCCTCCTT TGTCCAGTCC
18810 37LTR -CCCCTCAAC TCTTTCTTCC AAA-TATACC CTTTTGTCT- TTATCTTT-A TTCCTGCATT TGTC---CTT TGTTCAGTCC
20418 5°LTR ~TCCCCTGA- CCCTTCTTCC AAA-CATATT CTTTTGTCTC TTGT-CTTTA TTCCCGCATT CATCCCCCTT TGTTCAGTCC
20418 3°LTR -TCCCCTGA- CCCTTCTTCC AAA-CATACT CTTTTGTCTC TTGT-CTTTA TTCCCGCATT CATCCCCCTT TGTTCAGTCC
31865 5"LTR --CCCCCGAC CCCTTCTTCC AAA-CATACT GTTTTGTCT- TTGTCTTT-G TTCCCACATT CGTCCTCCTT TGTTCAGTCC
31865 3"LTR —-CCCCCTGAC CCCTTCATCC AAA-CATACT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCTGCATT CATCCTCCTT TGTTCAGTCC
33749 5°LTR —-CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTCCTGTCT- TTATCTTT-A TTCCTGTGTT CATCCCCCTT TGTTCAGTCC
33749 3°LTR

37164 5°LTR -CCCCC-GAC CATGTCTTCC AAA-TATGCT TTTTTGTCT- TTATCTTT-A TTCTCGCATT CGTCCCCCTT TGTTCAGTCC
37164 5°LTR —-CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTGGTCT- TTATCTTT-A TTGCTGTGTT CGTCCCCTTT TGTTCAGTCC
37164 5°LTR -CCCCC-GAC CATGTCTTCC AAA-TATGCT TTTTTGTCT- TTATCTTT-A TTCTCGCATT CGTCCCCCTT TGTTCAGTCC
37164 3°LTR —-CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTGGTCT- TTATCTTT-A TTGCTGTGTT CGTCCCCTTT TGTTCAGTCC
39913 5°LTR —-CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACG CTTTTGTCTT ------- TTA TTCCTGCATT CGCCCG-CTT TGTTCAGTCC
39913 3°LTR -CTTCCTGA- CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGTCTT T-GTCTTTTA TTCCCGCATT TGCCTC-CTT TGTTCAGTTC
43928 5°LTR_  CCC-CCCGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGTCT- TTATCTTT-A TTCCCACATT CATCATCCTT TGTTCAGTCC
43928 5°LTR_  -CCCCC-GAC CCCTTTTTCC AAA-TATACT TTTTTGTCT- TTATCTTT-A TTCCTGCATT TATCATCCTC TGTTCACTAC
44020 -CCCCCTGAC CCCTTCTTG- AAAACATACT CTAGTGTCT- TTTTCTTT-A TTCCCGTGTT CGTCCTCTGT TCCATTTTCC
44045 ~TCCAC-GAC CCC-TTCTTC CAAATATACT CTTTTGTCT- TTGTCTGT-A TTCTCGCATT CATCCTCCTT TGTTCAGTCC

44188 5°LTR3  -CCCCC-GAT CCCTTCTTCC AAA-TACACT CTTTTGTCTC --ATCTTT-A TTCCCGTGTT CACCCCACTT TGTTTAGTCC
44188 5°LTR3  -CTCCCTGAC CCCTTCTCCC AAA-TATACT CTTTTGTCTC CTGT-CTTTA TTCCCACGTT CACCCCCATT TGTGCAGTCC

44260 5°LTR —-CCCCC-AAC CCCTTCTTTT AAAACAGATA TTTTTGTTT- TTGTCTTT-A TTTCTGT--T TGTCCCCCTT TGTTCAGTCC
44260 5°LTR —~CCCCCTGAC CCCTTCTTTT AAAACAGATC TTTTTATCT- TTGTCTTT-A TTCCTGTGTT CATCCTCCTT TGCTCAGTCC
44276 5°LTR —-CCCCC-GAC CCCTTCTTCC AAA-CATATT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCCGCGTT CGTCCTCCTT TGTTCAGTAT
44276 3"LTR —-CCCCCTGAC CCCTTGTTCC AAA-CATATT CTTTTGCCT- TTGTCTTT-A TTCCCGCATT CGTCCTCCTT TGTTCAATCC
44553 5°LTR —-CCCCCTAAC TCCTTCTTCC AGA-GATACT CTTTTGTCTC TTGTCTTTTA TTCCCGTGTT CATCCCCCTT TGTTCAGTCC
44553 5°LTR

44553 3°LTR -CCCCCGGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGTCTC TTGTCTTTTA TTCCTGCATT CACCCCCCTT TGTTCAGTCC
44557 3°LTR —-CCCCCTGAC CCTTTCTTCC AAA-TATACT CTATTGTCT- TTGTCTTTTA TTCCCACATT TGTTC-CCTT TGTTTAGTCC
44557 3°LTR —-CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACA C------ CT- TTGTCTTTTA TTCCAATGTT CGCCC-CCTT CGTTCAGTCC
AL139288 -CCCCCTGAC CCCTTTTTCC AAA-TATACT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCCACTTT TGTCCTCCTT TGTTCAGTCC

AC020914 LTR —CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-CACATT CTTTTGTTCT CTTGTCTTTG TTCCCGCGTT CGTCCCCCTT TGTTCAGTCC
AC020914 LTR —CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-CATGCT CTTTTGTCTC TTGTCTTTTA TTCCTACGTT CACCTCCCTT TGTTCAGTTA

AC011460_1 -CCCCC-GAC CCCTTCTTCC AAA-CATATT CTTTTGTGT- TTGTCTTT-A TTCCCACATT CATCCTCCTT TGTTCAGTCC
AC011460_2 —-CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGTTT- TTGTCTTTTA TTCCCTCGTT TGCCCCGCTT TGTTCAGTCT
AC011468 -TCCCCTGAT CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGTCTC ----- TTTTA TTCCCG--TT TCCCCCACTT TTTTCAGTCC
U95741,U9574  --CCCCCTAC CCCTTCTTCC AAA-CATATT CTTTTATCT- TTGTCTTT-A TTCCCGCATT TGTCCTCCTT TGTTCAGTCC
AC036111 ~CTCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-CATACT CTTTTGTTT- TTGTCTTT-A TTCTCGCATT CGTCCTCCTT TGTTCAGTCC
AC003973 -GCCCCTGAC CCC-TTCTTC CAAATATACT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCTCACATT CATCCTCCGT TGTTCAGTCC
AL035698 -CCCCCTGAC TCCTGCTTCC AAA-TATACT CTTTTGTCG- TTGTCTTT-A TTCCCACATT TGTCCTCCTT TGTTCAGCCT
AL445587 —-CCACCTGAC CCCTTTTTCC AAG------- TATATGCTT- TTGTCTTT-A TTCCTACATT CGTCCTCCTT TGTTCAGTCC
AC128685 —-CCCCCTGAC TCATTCTTCC AAA-TATATT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCTGCATT TGTCCTCCTT TGTTCAGTCC
AC048344 .44 -ACCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT TGTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCCGCATT CGTCCTCCTT TGTTCAGTCC
AC025886 —-CCCCCTGGT GCC-GTCTTC CAAATATACT CTTTTGTC-- -TGCCTTT-A TTCCTGCATT CATCCTCCTT TGTCCAGGCC
AC090014.10 —-CCCCCTGAC CCCTTATTCC AAA-TATACT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCCGCGTT CATCCTCCTT TGTTCAGTCC
AC092103 —-CCCCCTCAC CCCTTCTTTT AAAATAGATC TTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCTGCATT CATCCTCCTT TGTTTAGTCC
AL136419.3 1  -CCCCCTGAC CCCTTCTTCC ATA-TGTACT CATT------ ~TGTCTTT-A TTACCATGTT AATCTTCTTT TGTTCAGTCC
AL136295.3 —~CCTCCTGAT CCTTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGCCT- TTGTCTTT-A TTCCCACATT CATCTTGTTT TGTTCAGTCC
AL136419.3 2  -CCTCCTGAC CCCTTCTTCC AAA--ATACT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCCACATT CATCTTCTTT TGTTAAGTCC
AC064870.5 —-CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-CATACG CTTTTGTCT- CTGTCTTT-A TTCCCACGTT CATCCTCCTT T-TTCAGTCC
AP000640.5 3 AAA-AATACT CTTTT--CT- TTATCTTT-A TTCCCACATT TGTCCTCCTT TGTTCAGTCC
AP000640.5 5  -CCCTCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTTTCT- TTATCTTT-A TTCCCGCGTT TGTCCTCCTT TGTTCAGTCC
AL356285.9 TCCTCCCAAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGCCT- TTATCTTT-A TTCCCAAGTT CGTCATCCTT TGTTCAGTCC
AC011468.8 —--CCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCTGTGTC CGTCCCCCTT TGTTCAGTCC
AP000744.4 5  -CCCCCTAAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGCCT- TTG

AP000744.4 3 -==TTGTCT- TTGT-TTTTA TTCCCATGTT TGCCCTCCTT TGTTCAGTCC
AL159987.19 —--CCCCTGAC CCC-TTCTTC CAAACATACT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TGCCCGTGTT CATCCTCCTT TGTTCAGTCC
AC020708.6 -CCCCC-GAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCCAGGTT TGTCCTACTT TGTTCAGTCC
AL356858.19 -CCCCC-GAC TCCTTCTTCC AAA-CATACT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCCGCATT TGTCCTCCTT TGTTCAGTCC
AC008750.9 -CCCCC-GAC TCCTTCTTCC AAA-CATACT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCCGCATT TGTCCTCCTT TGTTCAGTCC
AC020914.9 5  -CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-CACATT CTTTTGTTCT CTTGTCTTTG TTCCCGCGTT CGTCCCCCTT TGTTCAGTCC
AC020914.9 3  -CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-CATGCT CTTTTGTCTC TTGTCTTTTA TTCCTACGTT CACCTCCCTT TGTTCAGTTA
AC011460.3 —-CCCCC-GAC CCCTTCTTCC AAA-CATATT CTTTTGTGT- TTGTCTTT-A TTCCCACATT CATCCTCCTT TGTTCAGTCC
AC011460.3 5

AC011460.3 5  -CTCCTTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGTCT- -CGTCTTTTA TTCCCGCATT TGCCCCACTT TGTTCAGCCC
AC011460.3 5  -TCCCCTGAC CCCTTCTTTT AAAATGTATC TTTTTGTCT- TTGTCTTC-A CTTCTGCATT TGTCCCATTT CGTTCAATCC
AC011460.3 3  -CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGTTT- TTGTCTTTTA TTCCCTCGTT TGCCCCGCTT TGTTCAGTCT
AC011460.3 5  -CCCCCTGAC CCCTTCCTCC GAA-TATACT TTTGTCTCTT --GTCTTTTA TTCCTGTGTT CACCCCACTG TGTTCAGTCC
AC011468.8 3  -TCCCCTGAT CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGTCTC ----- TTTTA TTCCCG--TT TCCCCCACTT TTTTCAGTCC
AC011468.8 3  -CCCCT-GAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGTCTC TTGTCTTTTA TTCCCGCATT CGCCCC-CTT TGTTCAGTCC
AC011468.8 5  --CCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCTGTGTC CGTCCCCCTT TGTTCAGTCC
AC011468.8 3  -CCCCCTGGC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTCTTGTCTT -TTTCTTTTA TTCCCGCGTT CACCC-GCTT TGTTCAGTCC
AC010320.10 —-CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTCTTGTCTT -TGTCTTTTA TTCCCTCGTT CACCCTCCTT TGTTCAGTCC
AC010320.10 -CCCCCT--= —=—-= TTTCC AAA-TATACT C----- TCTT -TGTCTTTTA TTCCTGCGTT TGCCC-CTTT TGTTCAGTCC
AC010320.10 --A-TATACT ------- CTC TTGTCTTTTA TTTCCACATT TGCC-CCCTT TGTTCAATCC
AL160191 —-CCCCCTGAC CCCTTCAACC AAA-AATACT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCCGCGTT CATCCCCCTT TGTTCAGTCC
AC108162 —--CCCCCGAC CCCTTCTTCC AAA-CATACT CTTTTGTCT- TTGTCTTT-A TTCCCATGTT CACCCCCCTT TGTTCAGTCC

AC068722, AC  -CCCCCTGAC CCCTTCTTCC AAA-TATACT CTCTTGTCC- TTACCTTT-A TTCCCGCATT TGCCCCCCTT TGTTCAGTCC
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S e P P P T Py g el et

490 500 510 520 530

4 AACAGGGTCC ATGGCA----
6 5°LTR AACAGTGTCC -
6 3"LTR AACAGGGACT -
5562 AGCAAGGTCC -
14274 (MER4B ACCAGGGTCT GCGGCA----
18810 5°LTR AACAGGGATT G-GATCTGCA TCA
18810 3*"LTR AACAGGGATT G-GGTCTGGG TCA-——=——== = mmmm e o o o
20418 5°LTR ACCAGGGATC CTGGCAGGCT GCA-AGTGGT GCC-TC-GAA CAGCAACAGA ATCTGGTGCT TTACA
20418 3"LTR ACCATGGATC CTGGCAGACT ACA-AGTGGC GCC-TC-GAA CAGCGACAGA ATTAGGTGCT CTACA
31865 5°LTR ACCAGGGTGT GCGGCA-——= == mm e o o e
31865 3"LTR ACCAGGGTCT GCAGCA--== —===m——mmm mmmmmme e cmemm e cemeemmee —mme
33749 5°LTR AACAGGGACT GGGGC-———= ——————mm o o e e
33749 3°LTR
37164 5°LTR ACCAAGGTCC AT
37164 5°LTR AACAGGG
37164 5°LTR ACCAAGGTCC ATTCA
37164 3°"LTR AACAGGG
39913 5°LTR CCC-TAGGTC CATGTGGGTT ACATAGTGGC GCCGCA-GAA CAGGGAC
39913 3*"LTR CCC-TAGGTC CTTGCAGGTT ACA-AATGG-
43928 5°LTR_  AACAGGGATG G-AATCCGTG GCA
43928 5"LTR_  AACAGGGATC AAGGTCAGTG ACAGT-----
44020 AGGCTCCATG ACAA
44045 AATAAGGTCT GCAGCA----
44188 5°LTR3 ACC-TAGGTC CGTGCAGGTT ACA-AATGGC AAC-CA-GAA CAGGGAC
44188 5°LTR3 —CA-TGGGTC CATG-————= ——mmmm e mmm e e e
44260 5°LTR ACCAGGGTCT GTGGCA----
44260 5°LTR TCTGGGGTCT -
44276 5°LTR AGTAGGGTTC -
44276 3TLTR AGTAGGGTCC GTGGTA----
44553 5°LTR ACCAGGGATC ATGGCACGTT ACATAGTGGT GCCCC--GAA CAGCGACAGA ATCAGGGGCT
44553 5°LTR
44553 3"LTR ACCAGGGATC ATGGCAGGTT ACATAGTGGC GCCCC--GAA CAGCCACAGA ATCGGGTGCT
44557 3"LTR CCCAAGGTCC ATG
44557 3"LTR CCCAAGGTCT GTG
AL139288 ACCAAGGCCC ATAGCA----
AC020914 LTR CCC-AAGGTC CGTGCAGTTT ACA-AGCGGT GCCCC--GAA CAGTGACAGG ATTGGGCAGT
AC020914 LTR CCC-TAGGTC CATGAGAGTT ACATAGTGGC ACC-CC-GAA CAGCGACA-A ATTGAGTGCT
AC011460_1 AGTAGGGTCC GTGGCA----
AC011460_2 ACCAGGAATC ATGGTCAGTT ACA-ACTGGC GCCCC--AAA CAGCGACAGA ATCGGGCACT
AC011468 CCC-TAGGTC CTTGTGGGTT ACGTAGTGGC GCCCCA--AA CAGTGACAGG ATCGGGCGCT
U95741,U9574 ACCAGGGTCT GCAACA----
AC036111 ACCAGGGTCT GTGGCA----
AC003973 AATAAGGTCT -
ALO35698 ACCAGGATCT -
AL445587 ACCAGGGTCC -
AC128685 AATAGGGTCT -
AC048344 .44 ACCAGGGTCC -
AC025886 AATAAAGTCC ACAGCA----
AC090014.10 ACCAAGGCCC GCG
AC092103 ACCAGGGTCT GTGGCA----
AL136419.3_1 ACCAAGGACT GTGGCA----
AL136295.3 ATGAAGGACT GCGGCA.
AL136419.3_2 ACCAAGGACT GTGGCA----
AC064870.5 ACCAGCGTCC GCGG
AP000640.5 3 AACAGGG
AP000640.5 5 AACAGGG---
AL356285.9 AACAGGG---
AC011468.8 AC.
AP0O00744.4 5
AP000744.4 3 ACCAGGGTCC GTGGCA----
AL159987.19 AGCAAGGTCT -
AC020708.6 AGCAAGGTCC -
AL356858.19 ACCAGGGTCC GTGGCA-——= === mm e o e e
AC008750.9 ACCAGGGTCC GTGGCA-=== =—====——mm= mmmmme e cmmmemee cmmmemee —mme
AC020914.9 5 CCC-AAGGTC CGTGCAGTTT ACA-AGCGGT GCCCC--GAA CAGTGACAGG ATTGGGCAGT CTACA
AC020914.9 3 CCC-TAGGTC CATGAGAGTT ACATAGTGGC ACC-CC-GAA CAGCGACA-A ATTGAGTGCT CAACA
AC011460.3 AGTAGGGTCC GTGGCA-=-== —====———m= mmmmmm e cmmmemee cmmmemmee —mme e
AC011460.3 5  ————————mm mmm e e e s
AC011460.3 5 ACCAGGGATT GTGGCAGGTT ACATAGTGGC CCCCCCCAAA CAGTGACAGA ATCGAGTGCT CCACA
AC011460.3 5 CATAGGAAC- --AGACTGTA ACAG-===== =——————mmm mmmmmm e mmmmm e o
AC011460.3 3 ACCAGGAATC ATGGTCAGTT ACA-ACTGGC GCCCC--AAA CAGCGACAGA ATCGGGCACT CTACA
AC011460.3 5 CCC-TAGGTC TGTGCGGGTT ACA-AGTGGC GCC-CA--AA CAGGGACAGA ATTGGGTGCT CTACA
AC011468.8 3 CCC-TAGGTC CTTGTGGGTT ACGTAGTGGC GCCCCA--AA CAGTGACAGG ATCGGGCGCT CTACA
AC011468.8 3 TCC-TAGGTC CATGTGGGTT ACATAGTGGC ACC-CT-GAA CAGCGACAGA ATCAGGTGCT CTACA
AC011468.8 5 AC————mmm e e e e
AC011468.8 3 ACCAGGG-—= === e e e o e e
AC010320.10 CCCTAGGTCC GTGC-————= ————mmm oo o e e
AC010320.10 ACCAGGGATC GTGGCAGGTT ACATGGT---
AC010320.10 CCC-TAGGTC CATGTGGGTT ACA-AGTGGC GCC-T--GAA CAGGGACAGA ATTGGGTGCT
AL160191 AACAGGGATT G-GGACCGTG ACA
AC108162 ACCAGGGATC GAGGATGGTA ACAAGTGGCA TCCCAGAACA GGGACTCCAA GGTTGTCAAC
AC068722, AC AACAGGG-—= == e e e e e e e
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7.1.4 Vergleich der Sequenzierungen mit der NCBI-Datenbank

Bande 1: U3-NHEM (~210 bp im praparativen Gel)
T T R R - I I SR I

TCCCTTTGGC CTTTTTGGCT CCCAACATCC CGCGTACTCT GCGTTGATAC CACTGCTCGC GTACTCTGCG TTGATACCAC TGCT

v . _ -
> ref|NT_011387.8|Hs20_11544 [] Homo sapiens chromosome 20 genomic contig,
reference assembly
Length=26259569

2e-07
0/29 (0%)

Score = 58.0 bits (29), Expect
Identities = 29/29 (100%), Gaps
Strand=Plus/Plus

Query 1 TCCCTTTGGCCTTTTTGGCTCCCAACATC 29

NNy
Sbjct 25315239 TCCCTTTGGCCTTTTTGGCTCCCAACATC 25315267

>r_ gb|EL585123.1] O09R_G22.2 Novel Promoters 5" RACE-PCR Homo sapiens cDNA
5%, mRNA sequence. > Trinklein et al., 2007
Length=94

Score = 91.5 bits (100), Expect = 2e-16
Identities = 54/55 (98%), Gaps = 1/55 (1%)
Strand=Plus/Plus

Query 31 CGCGTACTCTGCGTTGATACCACTGCT-CGCGTACTCTGCGTTGATACCACTGCT 84

PELLRELER R e e e e e e el
Sbjct 39 CGCGTACTCTGCGTTGATACCACTGCTTCGCGTACTCTGCGTTGATACCACTGCT 93

>|_ emb|AJ293392.1] [!E Homo sapiens mRNA differentially expressed in
malignant melanoma, clone MM K2
Length=557

Score = 80.6 bits (88), Expect = 3e-13
Identities = 52/56 (92%), Gaps = 2/56 (3%)
Strand=Plus/Plus

Query 31 CGCGTACTCTGCGTTGATACCACTGCT--CGCGTACTCTGCGTTGATACCACTGCT 84

EELRRERR Ry e e e e et
Sbjct 180 CGCGTACTCTGCGTTGTTACCACTGCTTTCGCGTACTCTGCGTTGTTACCACTGCT 235


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_011387.8%7CHs20_11544&gi=27501067&term=27501067%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=190WUU4E016&QUERY_NUMBER=1&log$=nuclalign�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=125742150&dopt=GenBank&RID=1905V7KJ016&log$=nuclalign&blast_rank=12�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=27526529&dopt=GenBank&RID=190AVD95016&log$=nuclalign&blast_rank=11�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=dbindex%2F9606%2Fallcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_011387.8%7CHs20_11544&gi=27501067&term=27501067%5Bgi%5D&RID=190WUU4E016&QUERY_NUMBER=1&segs=25315238-25315266,25323880-25323908,1322903-1322930,1317445-1317471,4713918-4713937,9353603-9353617,9353716-9353730,915774-915787,12183893-12183906,160899-160911,775022-775034,3328474-3328486,3569494-3569506,5952332-5952344,8574959-8574971,9531585-9531597,10952018-10952030,11344208-11344220,14645471-14645483,20801914-20801926,23228959-23228975,23462496-23462508�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=27526529&RID=190AVD95016&log$=unigenealign&blast_rank=11�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=27526529%5Bgi%5D&RID=190AVD95016&log$=geoalign&blast_rank=11�

7 Anhang 173

Bande 2: U3-SK-Mel-28 (~120 bp im praparativen Gel)
I I L e e e T e o e e P T P |
o 10 20 30 40 50 60 70 80 £

AGCAGTGGTA TCAACGCAGA GTACGCAGGT GTTGGGAGCC GAAGGCCCAT GGGATGTGAC CAACTCAGCA TTCCACTGGA GGCTGCATGA
TCT

n - - -
> ref|NT_007299.12|Hs6_7456 [] Homo sapiens chromosome 6 genomic contig,
reference assembly
Length=33500716

Score = 30.2 bits (15), Expect
Identities = 15/15 (100%), Gaps
Strand=Plus/Plus

51
0/15 (0%)

Query 1 AGCAGTGGTATCAAC 15

ARNNRNNRNNNE
Shjct 8573748 AGCAGTGGTATCAAC 8573762

n - - -
> ref|NT_025741.14]|Hs6_25897 [] Homo sapiens chromosome 6 genomic contig,
reference assembly
Length=61645385

Score = 28.2 bits (14), Expect
Identities = 14/14 (100%), Gaps
Strand=Plus/Plus

201
0/14 (O%)

Query 16 GCAGAGTACGCAGG 29

ARERNRRNNNNy
Shjct 56155043 GCAGAGTACGCAGG 56155056

>r_ gb]EL585072.1] O09R_E17.2 Novel Promoters 5% RACE-PCR Homo sapiens cDNA
5", mRNA sequence. -> Trinklein et al., 2007
Length=73

Score = 58.0 bits (29), Expect
Identities = 29/29 (100%), Gaps
Strand=Plus/Plus

le-06
0/29 (0%)

Query 1  AGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCAGG 29

EEELERE Rl
Sbjct 2  AGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCAGG 30

>F_ gb|AA400141.1] [3 zu69d03.s1 Soares_testis_NHT Homo sapiens cDNA clone
IMAGE : 743237

3" similar to contains LTR3.b3 LTR3 repetitive element;, mRNA sequence
Length=411

Score = 84.2 bits (92), Expect = 4e-14
Identities = 51/54 (94%), Gaps = 0/54 (0%)
Strand=Plus/Minus

Query 39  CCGAAGGCCCATGGGATGTGACCAACTCAGCATTCCACTGGAGGCTGCATGATC 92

REERRELREEenenr L e e ey il
Sbjct 347 CCGAAGGCCCATGGGACGTGACCAACTCAGCATTCCACTGGAGGCTATATGATC 294

>F_ gb|EL953732.1] human_008085 human eyeball cDNA Library Homo sapiens cDNA
5%,

mRNA sequence.

Length=582


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_007299.12%7CHs6_7456&gi=29740881&term=29740881%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=191FP66J014&QUERY_NUMBER=1&log$=nuclalign�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_025741.14%7CHs6_25897&gi=88998470&term=88998470%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=191FP66J014&QUERY_NUMBER=1&log$=nuclalign�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=125742099&dopt=GenBank&RID=191FFMHE012&log$=nuclalign&blast_rank=77�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=2053943&dopt=GenBank&RID=1926GVJT016&log$=nuclalign&blast_rank=15�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=148210386&dopt=GenBank&RID=1926GVJT016&log$=nuclalign&blast_rank=46�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=dbindex%2F9606%2Fallcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_007299.12%7CHs6_7456&gi=29740881&term=29740881%5Bgi%5D&RID=191FP66J014&QUERY_NUMBER=1&segs=8573747-8573761,11401003-11401016,8719948-8719960,9837944-9837956,26639359-26639371�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=dbindex%2F9606%2Fallcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_025741.14%7CHs6_25897&gi=88998470&term=88998470%5Bgi%5D&RID=191FP66J014&QUERY_NUMBER=1&segs=56155042-56155055,1474524-1474536,35490388-35490400,41232546-41232558,45877701-45877713,50033296-50033308�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=2053943%5Bgi%5D&RID=1926GVJT016&log$=geoalign&blast_rank=15�

7 Anhang 174

Score = 71.6 bits (78), Expect = 3e-10
Identities = 51/59 (86%), Gaps = 0/59 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 34  GGGAGCCGAAGGCCCATGGGATGTGACCAACTCAGCATTCCACTGGAGGCTGCATGATC 92

REELLL PERnnt et e ety i
Sbjct 379 GGGAGCCAAAGGCCTGTGGGACGTGACCAACTCAGCATTCTGCTGGAGGCTATATGATC 437

>r_ gb|AFO09784.1] AF009784 Human retina cell line ARPE-19 Homo sapiens cDNA
clone

C97B-4, mRNA sequence.

Length=502

Score = 60.8 bits (66), Expect = 5e-07
Identities = 54/65 (83%), Gaps = 2/65 (3%)
Strand=Plus/Minus

Query 29 TGTTGGGAGCCGAAG-GCCCATGGGAT-GTGACCAACTCAGCATTCCACTGGAGGCTGCA 58

L e O O O NN N NN ARRN RNy
Sbjct 362 TGTTGGGTGCTGAAAAGGCAAAGGGATTGTGACCAACTCAGCATTCCACTGGAGGCTATG 303

Query 59 TGATC 92

1111
Shjct 302 TGATC 298

>r_ gbN59820.1] [3 yz76el12.s1 Soares_multiple_sclerosis_2NbHMSP Homo sapiens

cDNA

clone IMAGE:289006 3" similar to contains LTR3.t2 LTR3 repetitive
element ;, mRNA sequence.

Length=465

Score = 66.2 bits (72), Expect = l1le-08
Identities = 55/64 (85%), Gaps = 4/64 (6%)
Strand=Plus/Minus

Query 33 TGGGAGCCGAA--GGCCCATGGGAT-GTGACCAACTCAGCA-TTCCACTGGAGGCTGCAT 59

e e e e AR e e P 1l
Sbjct 420 TGGGAGCCAAAAAGGCCGAAGGGATCGTGACCAACTCAGCAATTCCACTGGAGGCTATAT 361

Query 60 GATC 92

111
Sbjct 360 GATC 357

>F_ emb |BX334424_.2| BX334424 Homo sapiens PLACENTA COT 25-NORMALIZED Homo
sapiens

cDNA clone CSODIO02YF16 5-PRIME, mRNA sequence.

Length=626

Score = 71.6 bits (78), Expect = 3e-10
Identities = 51/59 (86%), Gaps = 0/59 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 34  GGGAGCCGAAGGCCCATGGGATGTGACCAACTCAGCATTCCACTGGAGGCTGCATGATC 92

PELRELD FREEet e LR e teeerengr i
Sbjct 282 GGGAGCCAAAGGCCTGTGGGACGTGACCAACTCAGCATTCTGCTGGAGGCTATATGATC 340


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=2921079&dopt=GenBank&RID=1926GVJT016&log$=nuclalign&blast_rank=95�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1203710&dopt=GenBank&RID=1926GVJT016&log$=nuclalign&blast_rank=78�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=46263356&dopt=GenBank&RID=1926GVJT016&log$=nuclalign&blast_rank=49�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=1203710%5Bgi%5D&RID=1926GVJT016&log$=geoalign&blast_rank=78�

7 Anhang 175

>F_ gb|BE328009.1] hu31f08.x1 NCI_CGAP_Mell5 Homo sapiens cDNA clone
IMAGE:-3171687

3" similar to contains LTR3.t2 LTR3 repetitive element ;,
mRNA sequence.

Length=438

Score = 71.6 bits (78), Expect = 3e-10
Identities = 55/63 (87%), Gaps = 3/63 (4%)
Strand=Plus/Minus

Query 33  TGGGAGCCGAA--GGCCCATGGGAT-GTGACCAACTCAGCATTCCACTGGAGGCTGCATG 89

REEREnr o e b e A e e e 11l
Shjct 425 TGGGAGCCAAAAAGGCCGAAGGGATCGTGACCAACTCAGCATTCCACTGGAGGCTATATG 366

Query 90 ATC 92

11
Sbjct 365 ATC 363

Bande 3: U3-A-375 (~110 bp im praparativen Gel)

SEEEY RSN EEFEEY FEPEY UEEEEY PEPEY REPPRY PRPEY EEEER PR EEERE FEPEY BPPRE FEPEY BEFEE) PRPEY BERERY PER |
10 20 30 40 50 60 70 80 90

AAGAAAGGA CTGTAGAGAG CCAAAAGCCA AAGGGTCAAC CAACTCAGCA
TCCACTGAAG GCTGCATGAT CTT

n _ _ -
> ref|NT_004487.18|Hs1_4644 [] Homo sapiens chromosome 1 genomic contig,
reference assembly
Length=56413061

Score = 32.2 bits (16), Expect
Identities = 16/16 (100%), Gaps
Strand=Plus/Minus

26
0/16 (0%)

Query 4 AGTGGTATCAACGCAG 19

UNNURRNRNNiNy
Sbjct 33828263 AGTGGTATCAACGCAG 33828248

Score = 30.2 bits (15), Expect
Identities = 15/15 (100%), Gaps
Strand=Plus/Plus

102
0/15 (0%)

Query 23 ACGCGGGCGAGAGAG 37

Lt
Shjct 6896863 ACGCGGGCGAGAGAG 6896877

>r_ gb]EL582426.1] 01R_B02.1 Novel Promoters 5% RACE-PCR Homo sapiens cDNA
5%, mRNA sequence.
Length=118

Score = 63.9 bits (32), Expect
Identities = 32/32 (100%), Gaps
Strand=Plus/Minus

4e-08
0/32 (O%)

Query 1 AGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGCGA 32

FELERRELEE L el
Sbjct 117 AGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGCGA 86


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=9201785&dopt=GenBank&RID=1926GVJT016&log$=nuclalign&blast_rank=60�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_004487.18%7CHs1_4644&gi=88943682&term=88943682%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=1939PXGH01R&QUERY_NUMBER=1&log$=nuclalign�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=125736840&dopt=GenBank&RID=1939Z51P01R&log$=nuclalign&blast_rank=48�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=dbindex%2F9606%2Fallcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_004487.18%7CHs1_4644&gi=88943682&term=88943682%5Bgi%5D&RID=1939PXGH01R&QUERY_NUMBER=1&segs=33828247-33828262,6896862-6896876�

7 Anhang 176

>r- ref|NT_011109.15|Hs19 11266 [] Homo sapiens chromosome 19 genomic contig,
reference assembly
Length=31383029

Score = 96.9 bits (106), Expect = 2e-18
Identities = 66/72 (91%), Gaps = 3/72 (4%)
Strand=Plus/Plus

Query42 AAGAAAGGACTGTAGAGAGCCAAAAGCCAAAGGGTCA--ACCAACTCAGCA-TCCACTGA 98

. FEEEREELEE R e e e e e e e et e i il
Shjct24862169 AAGAAAGGACTGTAGAGAGCCAAAAGCCAAAGGGTCATGACCAACTCTGCATTCCACTGA
24862228

Query 99 AGGCTGCATGAT 110

I 1l
Sbjct 24862229 AGGCTATATGAT 24862240

>r_ gb]AA668223.1] [3 ab77d12.s1 Stratagene fetal retina 937202 Homo sapiens
cDNA clone

IMAGE:852983 3" similar to contains LTR3.tl LTR3 repetitive

element ;, mRNA sequence.

Length=396

Score = 41.0 bits (44), Expect = 0.59
Identities = 41/51 (80%), Gaps = 3/51 (5%)
Strand=Plus/Minus

Query 65  AAAGCCAAAGGGTCA--ACCAACTCAGCAT-CCACTGAAGGCTGCATGATC 112

E R o e e teeer i
Sbjct 151 AAGGCCCATGGGACATGACCAACTCAGCATTCCACTGGAGGCTATATGATC 101

>r_ dbj |DB522697.1] DB522697 RIKEN full-length enriched human cDNA library,
testis

Homo sapiens cDNA clone HO013076N12 3", mRNA sequence.

Length=465

Score = 48.2 bits (62), Expect = 0.004
Identities = 53/68 (77%), Gaps = 6/68 (8%)
Strand=Plus/Plus

Query 51  ACTGTAGAGAGCCAAAA--GCCAAAGGGTCA---ACCAACTCAGCA-TCCACTGAAGGCT 104

L R e | FELERERLREL Feneenn il
Sbjct 47  ACTGCTGGGAGCCAAAAATGCCAAAGGGACCGTGACCAACTCAGCATTCCACTGGTGGCT 106

Query 105 GCATGATC 112

i
Shjct 107 ATATGATC 114


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_011109.15%7CHs19_11266&gi=29800594&term=29800594%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=193PRMWB016&QUERY_NUMBER=1&log$=nuclalign�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=2629722&dopt=GenBank&RID=193PKGPN014&log$=nuclalign&blast_rank=62�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=90939066&dopt=GenBank&RID=193PKGPN014&log$=nuclalign&blast_rank=16�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=dbindex%2F9606%2Fallcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_011109.15%7CHs19_11266&gi=29800594&term=29800594%5Bgi%5D&RID=193PRMWB016&QUERY_NUMBER=1&segs=24862168-24862239,16806949-16807012�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=geo&term=2629722%5Bgi%5D&RID=193PKGPN014&log$=geoalign&blast_rank=62�

7 Anhang 177

Bande 4: U5-NHEM (~450 bp im praparativen Gel)

SEEEY PEPEY EEFEEY FEPEY UEEEEY PEPEY REPPRY PRPEY EEEER) PR EEERE FEPEY EPPRE FEPEY BEFEE) PRPEY EERERY PERy |
10 20 30 40 50 60 70 80 90

GCAGTGGTAT CAACGCAGAG TACGGGGGAA GGCGCTTTGT GAAGTAGGCC TTATTTCTCT TGTCCTTTCG TACAGGGAGG AATTTGAAGT
SEEE PREEY EEFEE) PREEY EPEERY PEEEY EEPPRY PRESY EEEER) PRESY EEERE FEEEY EPPRE FREEY BEFEE) PRERY BERERY PEry |

AGATAGAAAC CGACCTGGAT TACTCCGGTC TGAACTCAGA TCACATAGGA CTTTAATCGT TGAACAAACG ATCCTTTAAT AGCGGCTGCA

SRR EEEEY EEEREY PREEY UEPEE) ERET) EEPER) PEPEY BEEEE] PRESY EEEERY EEEr) EEPER BEEEY BEPPEY PREPY BERERY BRe |
190 200 210 220 230 240 250 260 270

CCATCGGGAT GTCCTGATCC AACATCGAGG TCGTAAACCC TATTGTTGAT ATGGACTCTA GAATAGGATT GCGCTGTTAT CCCTAGGGTA
SRR EEEEY EEEEEY PREEY UPPEE) ERTY EEPER) PEPEY BEPEE PRESY EEEERY EEEE) EEPEE PEEEY BEPPEY PREPY NERERY BRey |

ACTTGTTCCG TTGGTCAAGT TATTGGATCA ATTGAGTAAA AGAGATAGGA AGAAGGCTGA ACAAAGGAGG ACGAATGCAA TCTTCTAGAA

T PR R P
380 390

GATCTCCTAC AAATCCG

>r_ gb|FJ986465.1] [] Homo sapiens isolate LHON-002-1V-12 mitochondrion,
complete genome
Length=16559

Score = 511 bits (666), Expect
Identities = 286/288 (99%), Gaps
Strand=Plus/Minus

9e-142
0/288 (O%)

Query 21  TACGGGGGAAGGCGCTTTGTGAAGTAGGCCTTATTTCTCTTGTCCTTTCGTACAGGGAGG 80

. PELRELREEE e e e e e e e e el
Sbjct 3174 TACGGGGGAAGGCGCTTTGTGAAGTAGGCCTTATTTCTCTTGTCCTTTCGTACAGGGAGG
3115

Query 81  AATTTGAAGTAGATAGAAACCGACCTGGATTACTCCGGTCTGAACTCAGATCACATAGGA 140
ELEREERE R e e e e e e e e 1l

Sbjct 3114 AATTTGAAGTAGATAGAAACCGACCTGGATTACTCCGGTCTGAACTCAGATCACGTAGGA

3055

Query 141  CTTTAATCGTTGAACAAACGATCCTTTAATAGCGGCTGCACCATCGGGATGTCCTGATCC 200
IRt LR e e e e el

Sbjct 3054 CTTTAATCGTTGAACAAACGAACCTTTAATAGCGGCTGCACCATCGGGATGTCCTGATCC

2995

Query 201  AACATCGAGGTCGTAAACCCTATTGTTGATATGGACTCTAGAATAGGATTGCGCTGTTAT 260
ELERLRE LR e e e e e e e e e et

Sbjct 2994 AACATCGAGGTCGTAAACCCTATTGTTGATATGGACTCTAGAATAGGATTGCGCTGTTAT

2935

Query 261  CCCTAGGGTAACTTGTTCCGTTGGTCAAGTTATTGGATCAATTGAGTA 308

PEEEREEE e e e el
Sbjct 2934 CCCTAGGGTAACTTGTTCCGTTGGTCAAGTTATTGGATCAATTGAGTA 2887

>r_ gb|EL953752.1] Dﬂ human_008105 human eyeball cDNA Library Homo sapiens
cDNA 57,

mRNA sequence.

Length=575

Score = 511 bits (666), Expect
Identities = 286/288 (99%), Gaps
Strand=Plus/Minus

le-141
0/288 (0%)

Query 21  TACGGGGGAAGGCGCTTTGTGAAGTAGGCCTTATTTCTCTTGTCCTTTCGTACAGGGAGG 80

CEELREELEE e e e e e e e e e e el
Sbjct 547 TACGGGGGAAGGCGCTTTGTGAAGTAGGCCTTATTTCTCTTGTCCTTTCGTACAGGGAGG 488

Query 81  AATTTGAAGTAGATAGAAACCGACCTGGATTACTCCGGTCTGAACTCAGATCACATAGGA 140

FEELREEER R e e e e e e e e e e e el il
Sbjct 487 AATTTGAAGTAGATAGAAACCGACCTGGATTACTCCGGTCTGAACTCAGATCACGTAGGA 428


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=233142504&dopt=GenBank&RID=1958X2NW014&log$=nuclalign&blast_rank=1�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=148210406&dopt=GenBank&RID=19596KSD016&log$=nuclalign&blast_rank=79�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=nr&na=1&gnl=gb%7CFJ986465.1%7C&gi=233142504&term=233142504%5Bgi%5D&RID=1958X2NW014&QUERY_NUMBER=1&segs=2886-3173�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=148210406&RID=19596KSD016&log$=unigenealign&blast_rank=79�

7 Anhang 178

Query 141 CTTTAATCGTTGAACAAACGATCCTTTAATAGCGGCTGCACCATCGGGATGTCCTGATCC 200

LRt LR e e e e el
Sbjct 427 CTTTAATCGTTGAACAAACGAACCTTTAATAGCGGCTGCACCATCGGGATGTCCTGATCC 368

Query 201 AACATCGAGGTCGTAAACCCTATTGTTGATATGGACTCTAGAATAGGATTGCGCTGTTAT 260

CEEERRERR R e e e e e e e e e e el
Sbjct 367 AACATCGAGGTCGTAAACCCTATTGTTGATATGGACTCTAGAATAGGATTGCGCTGTTAT 308

Query 261 CCCTAGGGTAACTTGTTCCGTTGGTCAAGTTATTGGATCAATTGAGTA 308

R e e e e e e e
Sbjct 307 CCCTAGGGTAACTTGTTCCGTTGGTCAAGTTATTGGATCAATTGAGTA 260

>F_ ref|NT_005612.15|Hs3_5769 Fehler! Hyperlink-Referenz ungultig. Homo
sapiens chromosome 3 genomic contig, reference assembly
Length=100530253

Score = 44.1 bits (22), Expect = 0.002
Identities = 25/26 (96%), Gaps = 0/26 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 301 ATTGAGTAAAAGAGATAGGAAGAAGG 326

IELLEEREEERR e 1t
Sbjct 64834290 ATTGAGTAAAAGAGATAGGGAGAAGG 64834315

>r- ref|NT_007995.14|Hs8_8152 [] Homo sapiens chromosome 8 genomic contig,
reference assembly
Length=14159284

Sort alignments for
this subject sequence by:
E value Score
Percent identity
Query start
position Subject start position

Features in this part of subject sequence:

a disintegrin and metalloprotease domain 32

0.002
0/22 (0%)

Score = 44.1 bits (22), Expect
Identities = 22/22 (100%), Gaps
Strand=Plus/Plus

Query 327 CTGAACAAAGGAGGACGAATGC 347

IRLEEEERRELE Rl
Sbjct 9346056 CTGAACAAAGGAGGACGAATGC 9346077


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_005612.15%7CHs3_5769&gi=88966845&term=88966845%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=195JECXR016&QUERY_NUMBER=1&log$=nuclalign�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=dbindex%2F9606%2Fallcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_005612.15%7CHs3_5769&gi=88966845&term=88966845%5Bgi%5D&RID=195JECXR016&QUERY_NUMBER=1&segs=64834289-64834314,15348952-15348968,5661177-5661192,22739508-22739523,4665164-4665178,12084611-12084625,16863854-16863868,23809200-23809214,47772599-47772613,49171385-49171403,63848338-63848352,69251510-69251524,69342297-69342319,77712834-77712848,80338718-80338732,7310947-7310960,13600679-13600692,15457843-15457860,1�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_007995.14%7CHs8_8152&gi=51466981&term=51466981%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=195TKR49014&QUERY_NUMBER=1&log$=nuclalign�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Nucleotides&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=195TKR49014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=7&WWW_BLAST_TYPE_URL=&HSP_SORT=1#51466981�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Nucleotides&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=195TKR49014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=7&WWW_BLAST_TYPE_URL=&HSP_SORT=3#51466981�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Nucleotides&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=195TKR49014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=7&WWW_BLAST_TYPE_URL=&HSP_SORT=2#51466981�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Nucleotides&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=195TKR49014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=7&WWW_BLAST_TYPE_URL=&HSP_SORT=2#51466981�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DISPLAY_SORT=0&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_DESIGN=on&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=Nucleotides&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=195TKR49014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=7&WWW_BLAST_TYPE_URL=&HSP_SORT=4#51466981�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=51466981&db=Nucleotide&from=9285684&to=9462707&view=gbwithparts&RID=195TKR49014�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=dbindex%2F9606%2Fallcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_007995.14%7CHs8_8152&gi=51466981&term=51466981%5Bgi%5D&RID=195TKR49014&QUERY_NUMBER=1&segs=9346055-9346076,4600012-4600030,4655028-4655042,2934859-2934871,2952755-2952767,3983110-3983122,4097221-4097233,7066873-7066885,11121359-11121371�

7 Anhang 179

Bande 5: U5-A-375_1 (~230 bp im praparativen Gel)
DR R I T L TR TR T T

GGAATGTAGG TACTCATTGC CATGGACCCT GGGACAACAA AGGAGGACGA
S By |

ATGCAATC

>r_ emb | BX647566.1] [IlEi Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp31300624 (from clone
DKFZp31300624)
Length=1421

Score = 58.0 bits (29), Expect
Identities = 29/29 (100%), Gaps
Strand=Plus/Plus

2e-06
0/29 (0O%)

Query 1  AGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG 29

FELERELE Rt
Sbjct 2  AGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG 30

>r- ref|NT_008470.18|Hs9_8627 [] Homo sapiens chromosome 9 genomic contig,
reference assembly
Length=40394265

Score = 73.4 bits (80), Expect = le-11
Identities = 53/58 (91%), Gaps = 5/58 (8%)
Strand=Plus/Minus

Query 41 GGAATGTAGGTACTCA-Ttgccatggaccctg--ggac--aacaaaggaggacgaatg 93

) PEEERRREennn e eeeeeenrenneener reel reneerenneeeniinl
Sbjct 31993108 GGAATGTAGGTACTCATTTGCCATGGACCCTGGTGGACTGAACAAAGGAGGACGAATG
31993051

>r_ gb|BM147374.1] [!] TCAAP1Q11240 Pediatric acute myelogenous leukemia cell
(FAB M1)

Baylor-HGSC project=TCAA Homo sapiens cDNA clone TCAAP1124,

mRNA sequence.

Length=318

Score = 37.4 bits (40), Expect = 4.9
Identities = 24/25 (96%), Gaps = 1/25 (4%)
Strand=Plus/Minus

Query 65  GACCCTGGGACAACAAAGGAGGACG 89

PR TELEERE LRl
Sbjct 308 GACCC-GGGACAACAAAGGAGGACG 285


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=34366723&dopt=GenBank&RID=1969HRH501R&log$=nuclalign&blast_rank=99�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_008470.18%7CHs9_8627&gi=89030004&term=89030004%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=196MB1WU014&QUERY_NUMBER=1&log$=nuclalign�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=17167153&dopt=GenBank&RID=196MHX11014&log$=nuclalign&blast_rank=20�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=34366723&RID=1969HRH501R&log$=unigenealign&blast_rank=99�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=gene&cmd=search&term=34366723%5BNUID%5D&RID=1969HRH501R&log$=genealign&blast_rank=99�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=dbindex%2F9606%2Fallcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_008470.18%7CHs9_8627&gi=89030004&term=89030004%5Bgi%5D&RID=196MB1WU014&QUERY_NUMBER=1&segs=31993050-31993107,31990603-31990658�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=17167153&RID=196MHX11014&log$=unigenealign&blast_rank=20�

7 Anhang 180

Bande 6: U5-A-375_2 (~100 bp im praparativen Gel)

SEEEY PEPEY EEFEEY FEPEY UEEEEY PEPEY REPPRY PRPEY EEEER) PR EEERE FEPEY EPPRE FEPEY BEFEE) PRPEY EERERY PERy |
10 20 30 40 50 60 70 80 90

GAAGATGTCC TAGA

>r- ref|NT_010966.13|Hs18 11123 [] Homo sapiens chromosome 18 genomic contig,
reference assembly
Length=33548238

Features in this part of subject sequence:
myosin VB

Score = 80.6 bits (88), Expect = 7e-14
Identities = 49/52 (94%), Gaps = 0/52 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 2 cattcgtccccctttgttcagtccaacagggattgGGTCCACGTCAGCTTTC 53

) LEEEE Leeee e el
Sbjct 28896612 CATTCATCCCCTTTTGTTCAGTCCAACAGGGATTGGGTCCACATCAGCTTTC
28896663

I _

> gb]U60268.1|HSU60268 Human endogenous retrovirus HERV-K(HML6) clone
HML6.17, 5°LTR
and downstream sequence
Length=558

Score = 48.2 bits (62), Expect = 0.002
Identities = 29/31 (93%), Gaps = 0/31 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 4 TTCGTCCCCCTTTGTTCAGTCCAACAGGGAT 34

PR FLRELREER ey il
Sbjct 328 TTCATCCCCCTTTGTTCAGTCCACCAGGGAT 358

>r_ gb ] EL585000.1] [!] O9R_B17.2 Novel Promoters 5" RACE-PCR Homo sapiens cDNA
5%, MRNA

sequence.

Length=565

Score = 44.6 bits (48), Expect = 0.026
Identities = 29/31 (93%), Gaps = 1/31 (3%)
Strand=Plus/Plus

Query 2 CCCGGCGTACTCT-CGTTGATACCTCTGCTT 31

PELRELRERRLE Reeennnny il
Sbjct 535 CCCGGCGTACTCTGCGTTGATACCACTGCTT 565


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_010966.13%7CHs18_11123&gi=29823167&term=29823167%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=1978S109014&QUERY_NUMBER=1&log$=nuclalign�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?val=29823167&db=Nucleotide&from=28841943&to=29210265&view=gbwithparts&RID=1978S109014�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=1408207&dopt=GenBank&RID=1978NZTB01R&log$=nuclalign&blast_rank=63�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=125742027&dopt=GenBank&RID=197GT518014&log$=nuclalign&blast_rank=53�
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast/dumpgnl.cgi?db=dbindex%2F9606%2Fallcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNT_010966.13%7CHs18_11123&gi=29823167&term=29823167%5Bgi%5D&RID=1978S109014&QUERY_NUMBER=1&segs=28896611-28896662�
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=nucleotide&cmd=Display&dopt=nucleotide_unigene&from_uid=125742027&RID=197GT518014&log$=unigenealign&blast_rank=53�
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7.2 Datenbankerstellung fur makakenspezifische HML-

2 Primer
Alignment: HERV-K (HML-2) vs. Macaca mulatta

S EEEEY SRR FEEYY EECER FEEEY UEEEE] FEEEY NEEER) BEry |
6360 6370 6380 6390 6400

HML-2 (human)  GTTAGAAAAG GGTCATATTG AGCCTTCGTT CTCACCTTGG AATTCTCCTG
HML-2 human-FOr —-———————— ——mommoooo ~TCCCCTTGG AATACTCCTG
AC189025.2 (MAC)-———————-= ———m——mmmm —m—mm—m— T CTCGCCCTGG AATTCTCCTG
AC189966.3 (MAC)—————————= —————————— ———m————— T CTCTCTTTAG AATTCTCTAG
N I BN R JETTT PR B IR R P |

6410 6420 6430 6440 6450

HML-2 (human) TGTTTGTAAT TCAGAAGAAA TCAGGCAAAT GGCGTATGTT AACTGACTTA
HML-2 human-For TTTTYGT--- —————————— — e
AC189025.2 (mac)TGTTTGTAAT TCAGAAAAAA TCCGGCAGAT GGCGTGTGTT AACTGACTTA
AC189966.3 (mac)TGTTTGTAAT TCAGAAAAAA TCCGGCAGAT GGCGCATGCT GACTGACTTA

E5Y JEEEE EETEY HERER PEPEY JECER PEPEY BECER PRy |

6460 6470 6480 6490 6500

HML-2 (human) AGGGCTGTAA ACGCCGTAAT TCAACCCATG GGGCCTCTCC AACCCGGGTT
AC189025.2 (mac)AGAGCCATAA ATGCCATAAT TCAACCCACG GGGCCTCTTC AACCCGGATT
AC189966.3 (mac)AGAGCCGTTA ATGGGGTAAT TCAACCCATG GGGGCTCTCC AACCCCGTCT

S EETEY BETER PEPEY JECEE FEEY BEEER PEPEY BEEEE PEey |

6510 6520 6530 6540 6550
HML-2 Chuman) GCCCTCTCCA GCCATGATCC CAAAAGATTG GCCTTTAATT ATAATTGATC
AC189025.2 (mac)GCCCTGCCCA GCCATGATTC CAAAAGACTG GCCTTTAATT ATAATTGATC
AC189966.3 (mac)GCCCTCTCCG GCCATGATTC CCAAAGACTG GCCTTTAATT AAAATTGCTC

S EETEY UECEE) FEPEY NECEE] FEREY JECER] FEEEY BERETS BErey |

6560 6570 6580 6590 6600
HML-2 (human) ~ TAAAGGATTG CTTTTTT-AC CATCCCTCTG GCAGAGCAGG ATTGCGAAAA
AC189025.2 (mac)TGAAAGATTT TTTTTTTTAC CATTCCTCTG GCAGAGCAGG ATTGTGAAAA
AC189966.3 (mac)TGAAGGATCG CTTTTTT-AT CATTCCTCTG GCAAAACAGG ATTTTGAAAA

S EEREY JEEEE PEPEY JECER PEPEY BECER PEPEY BEREE PErey |

6610 6620 6630 6640 6650
HML-2 (human) ATTTGCCTTT ACTATACCAG CCATAAATAA TAAAGAACCA GCCACCAGGT
AC189025.2 (mac)ATCTGCCTTT AGTATACCAG CCACAAATAA TAAAGAACAA GCCACCAGGT
AC189966.3 (mac)ATTTGCTTTT ACTATACCAG CCATAAATAA TAAAGAACCA GCCACCAGGT

S EEREY BT PEREY HEEEE FEPEY BEEEE PEPEY BEEEE PRy |

6660 6670 6680 6690 6700
HML-2 Chuman) TTCAGTGGAA AGTGTTACCT CAGGGAATGC TTAATAGTCC AACTATTTGT
HML-2 human-Rev ~-CARTGGAA AGTTTTACCA CAAGGAATG- -------——-- ——————————
AC189025.2 (mac)TTCAGTGGAA AGTGTCACCT CAGGGAATGC T---—-———= —————————-
AC189966.3 (mac)TTTAGTGGAA AGTCTCGCCT CAGGGAATGC T--------— —————————-
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