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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Entschlisselung des menschlichen Genoms ergab, dass es zu fast 45% aus sogenannten
transponierbaren genetischen Elementen, wie LTR-Retrotransposons, Nicht-LTR-Transposons
und DNA-Transposons besteht (Lander et al. 2001; Venter et al. 2001). Den gr6Bten Anteil davon
bestreiten die Nicht-LTR-Retrotransposons wie LINEs (,Long Interspersed Nuclear Elements®)
mit 21,0% und SINEs (,Short Interspersed Nuclear Elements®) mit 13,6% (Waterston et al. 2002).
AuBerdem konnte ein beachtlicher Anteil von etwa 8,6% als viralen Ursprungs identifiziert werden.
Diese sogenannten humanen endogenen Retroviren (HERVs) gehéren zu den LTR-Retrotrans-
posons und werden als Relikte friherer Keimbahninfektionen durch exogene Retroviren angese-
hen (Mager et al. 2003; Sverdlov 2005).

1.1 Retroviren

Retroviren stellen aufgrund ihrer prominenten Vertreter wie z. B. HIV-1 und HTLV-1 eine bedeu-
tende Virusgruppe dar, deren charakteristisches Merkmal ihr einzelstrangiges RNA-Genom mit
einer doppelstrangigen DNA als Zwischenprodukt ist. Diese wird durch das vom Virus kodierte
Enzym Reverse Transkriptase (RT) generiert (zur Hausen 2010). Die doppelstrangige DNA wird
als Provirus in das Wirtsgenom integriert. Die Familie der Retroviridae ist anhand von morpholo-
gischen und genetischen Unterschieden, sowie Besonderheiten wahrend der Infektion in sieben
Genera eingeteilt worden, Alpha-, Beta- Gamma-, Delta und Epsilon-Retroviren, sowie Lenti- und
Spumaviren (Coffin et al. 1997). Neben den exogenen Retroviren, die in ihrem Genom meist alle
Informationen flr den Ablauf eines Infektionszyklus mit Freisetzung von infektiésen Viruspartikeln
besitzen, existieren auch endogene Retroviren.

1.2 Humane endogene Retroviren (HERVSs)

HERVs gelangten durch Infektion von Keimbahnzellen durch exogene Retroviren vor circa 70 bis
40 Millionen Jahren in das Primatengenom. Dadurch wurden sie normale Bestandteile des
menschlichen Genoms und werden als genetisch fixierte Elemente gemaB den Mendel schen
Regeln weitervererbt (Mager et al. 2003; Leib-Md&sch et al. 2004). Im Laufe der Evolution fanden
HERVs aufgrund ihrer Fahigkeit zur Amplifikation durch Integration des viralen Genoms in das
Wirtsgenom und der damit verbundenen vertikalen Transmission, Reinfektion und/oder Retro-
transposition in Keimbahnzellen Verbreitung. Im Gegensatz zu den endogenen Retroviren anderer
Spezies (ERVs) haben HERVs die Fahigkeit zur selbstandigen Replikation und Infektion verloren.
Jedoch kénnen sich solche defekten Viruskopien noch intrazellular verbreiten (Abb. 1). Sie bend-
tigen dazu nur die Enzyme reverse Transkriptase und Integrase, fur die sie selbst kodieren oder
die sie von anderen Retroelementen zur Verfligung gestellt bekommen. Hierbei wird retrovirale,
retrovirusahnliche oder auch zellulare RNA in cDNA umgeschrieben und mit Hilfe der Integrase
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neu ins Genom integriert. Durch diesen Vorgang kdnnen mehrere tausend Kopien produziert und
beliebig im Genom verteilt werden. Im Laufe der Primatenevolution haben sich somit endogene
Retroviren Uber alle Chromosomen verteilt.

ﬁlA-lntermediat

%&’;}W Transkription

Reverse
Transkription
durch
RNA-abhangige
DNA-Polymerase

(RT) /

\ cDNA

Abb. 1: Mechanismus der Retrotransposition. Das integrierte Retroelement wird transkribiert, das RNA-

Intermediat wird mittels RT in cDNA umgeschrieben und mittels Integrase neu ins Genom integriert
(Abbildung verandert nach W. Seifarth).

Heute ist bekannt, dass das menschliche Genom zu 8-9% aus retroviralen Sequenzen besteht
(Mager et al. 2003). Von diesen circa 450.000 integrierten Proviren enthalten insgesamt circa
8000 Elemente pol-ahnliche Sequenzen (Villesen et al. 2004), wobei 3661 ein komplettes oder
zumindest partielles offenes Leseraster (ORF) besitzen (Jern et al. 2005). Kennzeichnend fir
komplette Proviren sind, wie bei den exogenen Retroviren, die codierenden Regionen gag, pol
und envy, die von ,Long Terminal Repeats” (LTRs) flankiert werden (vgl. 1.2.2). Die drei Gene sind
in HERVs allerdings meist durch Mutationen oder Deletionen stark verandert bzw. verkirzt und
deshalb stellen HERVs im allgemeinen nicht-infektidse, replikationsdefekte Fossilien dar, welche
vor allem in der frihen Primatenevolution aktiv waren. Jedoch konnte in zahlreichen Untersu-
chungen gezeigt werden, dass wenigstens einige Vertreter jeder HERV-Gruppe weiterhin tran-
skriptionell aktiv sind, und HERV Sequenzen auch heute noch einen wesentlichen Bestandteil
des menschlichen Transkriptoms stellen (Stauffer et al. 2004; Forsman et al. 2005; Seifarth et al.
2005; Muradrasoli et al. 2006).

1.2.1 Klassifikation und Nomenklatur

Die Einteilung der HERVs in drei Klassen wird aufgrund von Sequenz-Homologien zu exogenen
Retroviren im pol-(RT) Bereich vorgenommen (Griffiths 2001; Mager et al. 2003), da diese provi-
ralen Genomabschnitte die starkste phylogenetische Konservierung aller retroviralen Gene auf-
weisen (Xiong et al. 1988). So gehéren Klasse | HERVs zu den Gamma-Retroviren und sind
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3
beispielsweise mit dem Murinen Leukamievirus (MLV) verwandt (Jern et al. 2005) (Abb. 2). Wah-
rend Klasse Il HERVs zu den Beta-Retroviren zahlen und Ahnlichkeiten mit dem Maus-Mamma-
Tumorvirus (MMTYV) aufweisen, werden Klasse Il HERVs zu den Spumavirus-Verwandten
gerechnet. Die einzelnen Klassen werden nochmals in HERV-Gruppen unterteilt. Dies beruht auf
der Spezifitat inrer Primer-Bindestelle (PBS) flr die tRNA, die als Primer fir die cDNA-Synthese
bendtigt wird. Der HERV-Name beruht auf dem Einbuchstabencode der Aminosaure, mit der die
tRNA beladen ist. So steht zum Beispiel HERV-W fir die HERV Gruppe, deren Vertreter eine
Tryptophan-tRNA an ihre PBS gebunden haben. Mittlerweile sind allerdings auch phylogenetisch
unterscheidbare HERV-Gruppen bekannt, die dieselben PB-Stellen aufweisen, weshalb diese
Einteilung oft nicht ganz stimmig ist. HERV Gruppen, die mit dem humanen exogenen Retrovirus

HIV (Lentivirus) oder HTLV (Delta-Retrovirus) verwandt sind, wurden im menschlichen Genom
nicht gefunden.

% Cl ]|
m
g ass
Intermediate %
(epsilon-like) = )
3
g o Spuma-like
m S g
=2 2
z ;
bl =3
. 2 3
& ] .
Epsilon 5| gm g @ m Erranti-
3 g z & = S i
=] S 2 @ S ° & ° viruses
3, ® 8 = & ~ & &
3 Iy g B g X &
S 2 z & & X
) 2 L &
- S
® % O
= A
B s B9\ 3 Delta
% L R
-/y T SR A
oy, % R % ) m
/S R Z = a \7\9
Vitpor S >, & ]
(TN o \,\«(\>l > RN m
# R .
Rl Ll Lenti
W
\isnadh
B Herv. EIAV A
@ g901-chrU-49656081
3
g e AV® Alpha
" 126703652 .
oV — 9901-chr1-
° gg(ﬂ o HER\‘— " = o chr1 156168845.
(] el SN 950 9 ‘Chf4-77338201.
(] \)gj* ggg,_cmf 7~ChrU-163504859.
Pyy 73378,
2 R ho”‘fno/ ’ 2
oy Usry U ntermediate
BT oy, Beta-like
= =
O ,,
o 55 % %,
55 NS %, om ™
°3 H m £z 2 m
L= T E 2%
m I m S |
= m |
S
&
=

Class Il

[ Primates incl. Human

A Ungulates

@ Fish
A\ Felines @ Birds O Amphibians
B Rodents O Reptiles @ Insects

Abb. 2: Einteilung der einzelnen HERVs in drei Klassen (Jern et al. 2005). Zu sehen ist sowohl die
Verwandtschaft mit exogenen als auch mit endogenen Retroviren anderer Spezies. Die phylogenetische Zu-

ordnung basiert auf der DNA-Sequenz der pol-Region (Xiong et al. 1988). Rot dargestellt sind Vertreter in
Nagetieren, wie MLV (Klasse |) oder MMTV (Klasse II).
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Die einzelnen HERV-Gruppen unterscheiden sich nicht nur in ihrer Sequenz, sondern auch in der
Anzahl der HERV Kopien im menschlichen Genom. So konnten beispielsweise 1000 provirale
HERV-H, aber nur 60 provirale HERV-K(HML-2) und zehn HERV-KC4(HML-10) Elemente im
Genom identifiziert werden (Mager et al. 2003).

1.2.2 LTR-Region und regulatorische Elemente

Die retroviralen LTRs (,Long terminal Repeats) enthalten alle regulatorischen Sequenzen, die fur
die Genexpression erforderlich sind. LTRs werden wahrend der reversen Transkription durch Ver-
dopplung der 5’ und 3’ terminalen Sequenzen der viralen RNA generiert (Coffin et al. 1997). Der
hohe Anteil von HERVs im Genom ist zu etwa 10% auf provirale Elemente zurlckzufihren. Den
weitaus gréBeren Anteil von insgesamt 90% machen sogenannte solitdre LTRs aus (Mager et al.
2003). Diese einzelnen LTRs entstanden nach Rekombinationsereignissen zwischen der 5°- und
der 3'-LTR von Proviren, was zum Verlust der internen kodierenden Sequenzen gefuhrt hat. Im
Gegensatz zu den viralen Genen haben die LTRs im Laufe der Evolution ihre regulatorische Funk-
tion weitgehend behalten. Dies gilt auch flr solitare LTRs. Die meisten solitdren LTRs sind, wie
viele provirale Elemente, noch transkriptionell aktiv und zeigen je nach Herkunft eine unterschied-
liche Gewebespezifitat (Schon et al. 2001; Schén et al. 2009).

U3 R (U5

GRE Enhancer Promotor polyA
TGTTA TGTGCTAAG TATA AATAA

A\ /\ O
% O Transkription

Zellulare Transkriptionsfaktoren

Abb. 3: Schematische Darstellung einer retroviralen LTR mit den Abschnitten U3, R und U5. Einge-
zeichnet ist auch die Lage der regulatorischen Sequenzen, wie Promotor, Enhancer und Bindestellen fr
zellulare Transkriptionsfaktoren. Zusétzlich ist die Nukleotid-Bindesequenz des GRE (,Glucocorticoid-re-
sponsive element®), des Enhancers, des TATA-Bindeproteins und des Poly-A-Signals angegeben. Der Be-
ginn der R-Region ist definiert durch den Startpunkt der Transkription innerhalb der 5'LTR. Innerhalb der
U3 Region befinden sich verschiedene Transkriptionsfaktor-Bindestellen.

Die regulatorischen Sequenzen, die die gewebespezifische Expression vermitteln, wie z.B. Pro-
motoren, Enhancer-Elemente und Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen, befinden sich vorwiegend
im U3-Bereich der LTRs (Abb. 3). Der Beginn der R-Region ist definiert durch den Startpunkt der
Transkription innerhalb der 5'LTR und endet mit der Polyadenylierungstelle an der Grenze zum
U5-Bereich. Die proviralen und solitiren HERV-LTRs stellen ein enormes Reservoir an mobilen
regulatorischen Signalen dar, die die Expression benachbarter zellularer Gene beeinflussen oder
fur die Generierung neuer Gene genutzt werden kénnen (vgl. 1.2.3). Frihere Untersuchungen an



Einleitung 5

etwa 100 proviralen und solitaren HERV-LTRs (HERV-H, K, T, E und L Gruppen) aller drei HERV-
Klassen in einem promotorlosen Vektor haben ergeben, dass rund zwei Drittel der gemessenen
LTRs noch aktiv sind und die Expression eines beliebigen Gens kontrollieren kénnen (Schén
etal. 2001; Schoén et al. 2009). Die Expression der isolierten HERV-LTRs unterschied sich deutlich
in den getesteten Zelllinien und es konnte eine Zelltypspezifitdt beobachtet werden, die der Ge-
webespezifitat der Proviren entspricht (Seifarth et al. 2003; Seifarth et al. 2005).

Es gibt etwa 459.000 LTR-Elemente im menschlichen Genom, davon stellen HERVs der Klasse |
mit 113.000 Kopien eine groBe Gruppe dar, gefolgt von HERVs der Klasse Ill mit 89.000 und
Klasse Il HERVs mit 8000 Kopien. Neben HERVs mit insgesamt 4,77% sind die MaLR (,mamma-
lian apparent LTR-Retrotransposons®) mit 3,78% bedeutende Vertreter der LTR-Elemente (Lander
et al. 2001; Li et al. 2001; Waterston et al. 2002).

1.2.3 Einfluss von HERV LTRs auf die zelluldre Genexpression

Da die zahlreichen LTRs im Genom regulatorische Sequenzen beinhalten, ist ein Einfluss auf die
Expression benachbarter Gene mdglich. Dies kann auf unterschiedliche Weise geschehen
(Landry et al. 2002; Jordan et al. 2003; Leib-M&sch et al. 2005; Jern et al. 2008).

Promotorfunktion von LTRs. Es sind mehrere Beispiele bekannt, in denen HERV-LTRs die In-
itiation zellularer Gene bewirken. Die Transkription kann innerhalb einer 5°'LTR (Landry et al. 2002)
oder direkt am Promotor einer 3‘ oder solitaren LTR (Medstrand et al. 2001) beginnen. Beispiels-
weise ist ein HERV-K(HML-10) Element an der Gewebe-spezifischen Expression des Gens
INSL4, das vermutlich bei der Morphogenese der menschlichen Plazenta eine maBgebliche Rolle
spielt, beteiligt. In diesem Fall beginnt die Initiation der Transkription in der 3‘-LTR eines Provirus
(Bieche et al. 2003).

Alternatives SpleiBen. Die meisten HERVs enthalten in der Nahe der 5'LTR eine starke Splei3-
donorstelle (SD), die fir die Expression des env-Gens essentiell ist. Fehlt jedoch die dazugehdrige
virale SpleiBakzeptorstelle (SA) zwischen pol und env aufgrund von Mutationen oder Deletionen
kann die HERV LTR Sequenz an ein Exon eines stromabwarts gelegenen Gens gesplei3t werden.
Ein Beispiel hierfur ist das HERV-R Element, ERV3, das stromabwarts des H-plk (,Human provi-
rus-linked Krippel“) Gens integriert ist (Kato et al. 1987; Kato et al. 1990). Von diesem HERV-R
Element lassen sich drei unterschiedliche SpleiBprodukte ableiten.

Intergenes SpleiBen. Als Beispiel sei das PLA2L Transkript genannt, das mit dem fir ein Verdau-
ungsenzym im Pankreas kodierenden Phospholipase A2-Gen verwandte Sequenzen enthalt,
(Feuchter-Murthy et al. 1993) und ausschlieBlich in Teratokarzinom-Zellen vorkommt. Ausgehend
von der 5'LTR eines HERV-H Provirus wird das Transkript von der viralen SpleiBdonorstelle in
zwei stromabwarts liegende Gene gespleiBt. Diese beiden Gene hhla1 (HERV-H-LTR-associating 1)
und 0c90 (cotoconin-90) liegen in unmittelbarer Nadhe und werden normalerweise unabhangig
voneinander von verschiedenen zelluldaren Promotoren exprimiert (Wang et al. 1998; Kowalski
et al. 1999).
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Enhancer Funktion und Gewebespezifitdt. HERV-LTRs kénnen auch bestimmte Enhancer
Funktionen Ubernehmen. Ein klassisches Beispiel, wie eine HERV-LTR die Gewebespezifitat
durch Bereitstellen von Transkriptionsfaktor-Bindestellen beeinflussen kann, ist die Regulation
der Expression dreier Amylase Gene durch ein HERV-E Element (Samuelson et al. 1988; Ting et
al. 1992; Meisler et al. 1993). Der Mensch besitzt einen Komplex aus finf Amylasegenen mit un-
terschiedlichen gewebespezifischen Aktivitaten. Zwei sind im Pankreas (AMY2A, AMY2B) und
drei in den Speicheldrisen (AMY1A, AMY1B, AMY1C) aktiv (Samuelson et al. 1988). Bei den
drei in der Speicheldrlise exprimierten Genen hat die Insertion eines HERV-E Elements in umge-
kehrter Orientierung ,upstream* eines Pankreasspezifischen Promotors eine Umwandlung in
einen Speicheldrisen-spezifischen Promotor bewirkt. Die Enhanceraktivitdt des HERV-LTR Ele-
ments ist unabhéngig von seiner Orientierung. Die spezifische Expression des Amylasegens in
der Speicheldrise durch Insertion eines HERV-E Elements kann einen evolutionaren Vorteile far
die ErschlieBung neuer Nahrungsquellen bedeutet haben.

Polyadenylierung. Eine weitere Fahigkeit von LTRs ist die Polyadenylierung zellularer Tran-
skripte. Ein Beispiel ist das LEPR (,human-leptin-receptor“)-Gen, dessen Transkription durch ein
integriertes HERV-K(HML-2) Element beeinflusst wird (Kapitonov et al. 1999). In diesem Fall wird
die Proteinsequenz von Exon 20 durch 67 Aminosauren aus der HERV-K(HML-2) LTR-Region er-
setzt. Wahrend die urspringlich langere Form in den JAK/STAT Signalweg involviert ist, kénnte
die kurzere Version fur den Transport und die Regulation der Konzentration von freiem Leptin im
Blut verantwortlich sein. Ein weiteres Beispiel ist ein durch eine HERV-K(HML-4) LTR Sequenz
polyadenyliertes antisense-Transkript mit Homologie zu einem Exon des humanen Tyro-
sinphosphatase 1 Gens, das eine Rolle bei der Genregulation dieses Enzyms spielen kénnte
(Baust et al. 2000). Die oben genannten Beispiele zeigen, dass die Expression zellularer Gene
durch LTRs eine wichtige Bedeutung fur den Menschen hat.

1.2.4 Endogene Retroviren in der Primatenevolution

Im Verlauf der Primatenevolution gelangten HERVs im Wesentlichen in zwei Schiben in das
Genom (Abb. 4). Die erste Invasion erfolgte bereits vor tber 40 Millionen Jahren, vor der Trennung
der Linien der Altweltaffen (Catarrhine) und der Neuweltaffen (Platyrrhine). Die meisten im Men-
schen identifizierten HERV Elemente wurden jedoch nur in Altweltaffen gefunden (Greenwood
et al. 2005). Von diesen wurden spéter einige Gruppen unabhangig voneinander in verschiedenen
Primatenlinien amplifiziert. Die Vermehrung erfolgte entweder durch Retrotransposition wie bei
einem GroBteil der HERV-H Elemente (Belshaw et al. 2005) oder durch wiederholte Reinfektionen
wie bei der HERV-K(HML-2) Gruppe (Belshaw et al. 2004). Die Analyse des Vorkommens von
HERVs im Menschen und in verschiedenen Primaten kann damit zu phylogenetischen Studien
herangezogen werden (Abb. 4).
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Abb. 4: Integration und Expansion von HERVs in der Primatenevolution. Es sind sowohl die vermu-
teten Zeitpunkte der Integration ins Genom als auch die Amplifikation im Genom dargestellt. Die Skala auf
der rechten Seite zeigt die Zeit in Millionen Jahren, wahrend an der linken Skala der Unterschied der Ge-
nome zwischen den einzelnen Spezies aufgetragen ist. Ein gerader Pfeil reprasentiert ein Integrations-
und ein geschwungener Pfeil ein Amplifikationsereignis (Graphik verandert nach W. Seifarth).

Die jungste Amplifikation von HERV-K(HML-2) geschah vor entwicklungsgeschichtlich kurzer Zeit,
namlich vor finf Millionen Jahren, nach der evolutiondren Trennung von Menschen und Schim-
pansen (Medstrand et al. 1998; Lebedev et al. 2000; Barbulescu et al. 2001). Dies erklart warum
auch HERV-K(HML-2) Polymorphismen im humanen Genom gefunden wurden, die auf Amplifi-
kationsereignisse vor nicht allzu langer Zeit in der Entwicklungsgeschichte des Menschen hinwei-
sen (Turner et al. 2001; Hughes et al. 2004; Macfarlane et al. 2004; Mamedov et al. 2004; Belshaw
et al. 2005; Moyes et al. 2007).

Reprasentativ flr Altweltaffen wurde das Genom von Rhesusaffen (M. mulatta) sequenziert (Gibbs
et al. 2007). Es enthalt wie das humane Genom rund 50% repetitive Sequenzen und knapp eine
halbe Million LTR Elemente (7,7%) (Han et al. 2007). Mit Ausnahme der human-spezifischen
HERV-K(HML-2) Integrationen enthélt es dieselben HERV Elemente wie das humane Genom. Zu-
satzlich konnten horizontale Ubertragungen von ERVs in dieser Abstammungslinie nachgewiesen
werden, die ausschlieBlich in Altweltaffen vorkommen und in acht neuen HERV Gruppen
(MacERVK1, MacERVK2, MacERV1, MacERV2, MacERV3, MacERV4, MacERV5a und MacERYV 6)
mit insgesamt 2750 proviralen Kopien resultierten (Han et al. 2007). Funf der acht nach der Tren-
nung von Altweltaffen und Hominoiden erworbenen ERV Gruppen gehdren zu den Klasse | und
die anderen drei zu den Klasse Il Retroviren. Desweiteren wurden sieben (H)ERV Gruppen iden-
tifiziert, die in Altweltaffen nach der Trennung von den Menschenaffen aktiv waren und sich mit
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Uber 3500 Kopien im Rhesusaffengenom prasentieren (Han et al. 2007). Da diese ERVs von Se-
quenzen abstammen, die bereits im Genom eines gemeinsamen Vorfahren von Hominoiden und
Altweltaffen vorkamen, findet man Verwandte dieser Sequenzen auch im humanen Genom.

1.2.5 Reprasentative HERV-Gruppen

1.2.5.1 HERV-H

Urspringlich als RTVL-H beschrieben (Mager et al. 1984) stellt HERV-H die gré8te HERV Gruppe
dar und umfasst 1124 provirale Sequenzen und etwa 1000 solitare LTRs (Mager et al. 2003; Jern
et al. 2004). Inr Vorkommen in Alt- und in Neuweltaffen zeigt, dass ihre Integration vor rund 40 Mil-
lionen Jahren stattgefunden haben muss. Seitdem haben sie sich mehrmals durch Retrotranspo-
sitionen vor circa 30 bis 15 Millionen Jahren im Genom vermehrt (Mager et al. 1995). Etwa 900
provirale HERV-H Sequenzen besitzen aufgrund einer 1,8 kb groBen Deletion kein env-Gen.
Diese env-Mutanten konnten nicht in Neuweltaffen, jedoch in allen Altweltaffen nachgewiesen
werden (Wilkinson et al. 1993). Die HERV-H Familie ist in drei Subfamilien Typ I, Typ la und Typ
Il (Mager et al. 1989) unterteilt. Diese einzelnen Typen unterscheiden sich grundlegend in der
Anzahl und Anordnung einzelner ,Repeats” in der U3-Region. Die Untersuchung der Promotor-
aktivitat in Plasmidvektoren klonierter HERV-H LTRs anhand eines Luziferase Assays zeigte be-
sonders hohe Aktivitaten (Schén et al. 2001). HERV-H-CL1 als Vertreter des Typ la ist vor allem
in LC5-HelLa Zellen und Astrozyten (U-373MG), aber auch in Pankreaskarzinomzellen (MIAPaCa-2)
und in Hautkeratinozyten (HaCaT) aktiv. HERV-H-MC16 gehért zum Typ | und zeigt eine etwas
geringere Aktivitat als HERV-H-CLA1, ist aber ebenfalls in LC5-HelLa, U-373MG und HaCaT Zellen
aktiv, am starksten jedoch in MIAPaCa-2 Zellen (Schén et al. 2001; Schoén et al. 2009). Insgesamt
weisen die Mitglieder der gleichen Subfamilie deutliche Unterschiede in der Zelltypspezifitat auf.
HERV-H Typll ist weitgehend inaktiv (Feuchter et al. 1990). Die Zelltypspezifitdten der in Plasmide
oder retroviralen Vektoren klonierten HERV-H LTRs spiegeln weitgehend die Gewebespezifitat der
endogen exprimierten Proviren wieder (Seifarth et al. 2005).

1.2.5.2 HERV-W

Mitglieder der HERV-W Gruppe (friher auch als Multiple Sklerose (MS) assoziierte Retroviren
(MSRV) bekannt) wurden urspriinglich im Uberstand kultivierter Zellen von Patienten mit MS iso-
liert und weiter charakterisiert (Perron et al. 1989; Perron et al. 1991). Als Vertreter der Gamma-
retrovirus-Verwandten geh6rt HERV-W zu den Klasse | HERVs. Insgesamt sind in etwa 1140
HERV-W Elemente im menschlichen Genom bekannt, 40 davon enthalten interne Sequenzen, die
kompletten oder partiellen retroviralen Genen (gag, pol, env) entsprechen (Mager et al. 2003). Alle
ubrigen HERV-W Elemente sind solitare LTRs. Wie die meisten HERVs sind auch diese Vertreter
der Klasse | HERV aufgrund von Deletionen oder Punktmutationen defekt. Bisher konnte kein
Replikations-kompetentes HERV-W Provirus identifiziert werden (Laufer et al. 2009). Eine Analyse
der transkriptionellen Aktivitét in verschiedenen menschlichen Geweben mittels eines HERV-spe-
zifischem Microarrays ergab, dass HERV-W in 17 von 19 untersuchten Geweben aktiv ist (Seifarth
et al. 2005). AuBBerdem gibt es einen HERV-W env Locus, der ein komplettes offenes Leseraster
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(ORF) fur ein funktionales Env Protein, Syncytin-1 genannt, enthélt (ERVWE1; Chromosom
7921.2) (Bonnaud et al. 2004; Bonnaud et al. 2005). Syncytin-1 wird in plazentalen Syzytiotropho-
blasten des Menschen exprimiert und spielt eine essentielle Rolle bei der Bildung der Plazenta
(Mi et al. 2000).

1.2.5.3 ERV9

Ein anderer Vertreter der Klasse | HERVs ist die Gruppe ERV9, die nah mit HERV-W verwandt,
jedoch evolutiondr gesehen jinger ist. La Mantia et al. isolierten 1991 ERV9 als eine neue endo-
gene retrovirale Sequenz aus einer humanen embryonalen Karzinom cDNA Bibliothek (La Mantia
et al. 1991). Das menschliche Genom enthélt in etwa 300 provirale Kopien und circa 5000 ein-
zelne LTR Sequenzen (Mager et al. 2003). ERV9 Transkripte wurden zunéachst in undifferenzierten
embryonalen Karzinomzellen (NT2/D1) und in Gehirnzellen entdeckt (Lania et al. 1992; Lindeskog
et al. 1993). Jedoch wurde spater eine Aktivitat in beinahe allen untersuchten Geweben mittels
eines HERV-spezifischen Microarray nachgewiesen (Seifarth et al. 2005). Eine Besonderheit stellt
die ERV9 LTR gesteuerte Expression des Zinkfinger Gens ZNF80 dar (Di Cristofano et al. 1995).

1.2.5.4 HERV-F

Phylogenetische Analysen haben ergeben, dass die Gammaretrovirus-verwandte HERV-F-
Gruppe eng mit HERV-H verwandt ist (Patzke et al. 2002). Erstmals 1996 beschrieben (Widegren
et al. 1996), konnten Kjellman et al. 1999 weitere Mitglieder der HERV-F Gruppe detektieren
(Kjellman et al. 1999). Das haploide humane Genom enthalt in etwa 100 provirale Sequenzen und
650 solitdre LTRs (Mager et al. 2003). HERV-F wird zusammen mit anderen HERV Gruppen ubi-
quitar im menschlichen Gehirn exprimiert (Frank et al. 2005). AuBerdem reprasentiert HERV-F ein
konstitutiv aktives Mitglied im Brustdrisengewebe des Menschen, dessen Expression in Brust-
tumorgewebe mancher Patientinnen leicht erhéht war (Frank et al. 2008).

1.2.5.5 HERV-K(HML-1) - (HML-10)

Als Klasse Il HERVs zusammengefasst werden die Beta-Retrovirus-verwandten HERVSs, die fast
alle durch eine PBS komplementar zur t-RNA fur Lysin charakterisiert sind und daher friher auch
als ,HERV-K Superfamilie“ bezeichnet wurden. HERV-K Elemente werden in zehn Gruppen un-
tergliedert, HML-1 bis HML-10 (Andersson et al. 1999), wobei HML fir ,human endogenous
mouse mammary tumor (MMTV)-like“ steht (Medstrand et al. 1993). Die erste Beschreibung einer
HERV-K Sequenz erfolgte 1982 von Callahan et al. aufgrund von Sequenz-Ahnlichkeiten zu dem
murinen Mammatumorvirus (MMTV) und konnte spater der HERV-K(HML-2) Gruppe zugeordnet
werden (Callahan et al. 1982). Insgesamt sind rund 550 HERV-K Proviren und 6350 solitare LTRs
im menschlichen Genom bekannt (Mager et al. 2003). Davon gehéren circa 150 provirale Se-
quenzen und 700 LTRs zu HML-3. Den geringsten Anteil mit etwa 10 proviralen und 100 LTRs
stellt HML-10 dar. Alilgemein werden die meisten HERV-K Gruppen in menschlichem Gewebe ex-
primiert, wenn auch mit unterschiedlicher Haufigkeit (Medstrand et al. 1993; Seifarth et al. 2005).
Von besonderer Bedeutung ist HERV-K(HML-2), da diese Gruppe mit am besten charakterisiert
ist und die jungste und aktivste HERV-Gruppe darstellt. Erstmals von Ono et al. 1986 isoliert (Ono
et al. 1986), konnten insgesamt circa 60 provirale und rund 2500 LTR Mitglieder im menschlichen
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Genom identifiziert werden (Reus et al. 2001; Mager et al. 2003). Bemerkenswert ist die Tatsache,
dass HML-2 immer noch eine relativ intakte HERV Gruppe mit ORFs fur alle retroviralen Gene
darstellt (Léwer et al. 1993; Mayer et al. 1997), obwohl die Integration ins Genom vor circa 35 Mil-
lionen Jahren nach der Trennung von Alt- und Neuweltaffen erfolgt sein muss. Ebenfalls auBer-
gewdhnlich ist die Tatsache, dass HML-2 polymorphe Integrationsorte im menschlichen Genom
aufweist, was darauf hindeutet, dass einzelne HERV-K(HML-2) Elemente noch in jingster Zeit,
mdglicherweise noch heute, menschliche Keimbahnzellen infiziert haben (Belshaw et al. 2004).
Bis heute konnten 13 HERV-K Elemente mit variablem Vorkommen in der menschlichen Popula-
tion identifiziert werden (Hughes et al. 2004; Macfarlane et al. 2004; Belshaw et al. 2005; Moyes
et al. 2007).

In retroviralen Partikeln, die von der humanen Teratokarzinom-Zelllinie GH produziert werden,
konnten HERV-K(HML-2) Gag Proteine durch Immunelektronenmikroskopie nachgewiesen wer-
den (Boller et al. 1993). AuBerdem kdnnten HML-2 Gag und Env Proteine moglicherweise als
diagnostische Marker bei Keimzelltumoren dienen, da Patienten haufig einen erhéhten Antikor-
pertiter gegen diese Proteine aufweisen (Sauter et al. 1995; Sauter et al. 1996; Boller et al. 1997).

Generell sind bei HERV-K(HML-2) hauptsachlich zwei Deletionsereignisse, die unabhangig von-
einander stattfanden, zu unterscheiden. Eine Variante mit einer 292 Basen Deletion am pol-env
Ubergang wird als Typ 1 bezeichnet, die Variante ohne Deletion als Typ 2 (Ono et al. 1986). Beide
Provirustypen wurden im Genom weiter amplifiziert. In etwa zur selben Zeit entstanden im Laufe
der Evolution aus HERV-K(HML-2) Typ 2 (auch als HERV-K(OLD) bezeichnet) durch eine Deletion
von 96 Basen im gag Bereich die moderne Variante mit Deletion, die fir alle beim Menschen ge-
fundenen Insertionspolymorhismen verantwortlich ist (Mayer et al. 1998; Reus et al. 2001).

HERV-K(HML-2) Elemente sind die bislang einzigen bekannten HERVs, die auBer fir Struktur-
proteine auch fur regulatorische Proteine, Rec und Np9, kodieren (Armbruester et al. 2002; Mayer
et al. 2004). Wahrend HERV-K(HML-2) Typ 2 fir Rec kodiert, stammt Np9 von der mutierten Form
Typ 1. Rec zeigt ahnliche Eigenschaften wie HIV-Rev, da es ebenfalls im Nukleus lokalisiert ist
und ungespleiBte HERV-K(HML-2) RNA exportiert (Magin et al. 1999; Boese et al. 2000; Magin-
Lachmann et al. 2001). Ein weiteres Protein Np9 wurde in verschiedenen Zelllinien im Nukleus
exprimiert gefunden (Armbruester et al. 2002). Ferner wurde von einer Interaktion zwischen
HERV-K Np9 und Rec mit PLZF (,Promyelotic leukemia zinc finger®) (Denne et al. 2007) sowie
von Np9 und dem Liganden Nump Protein X, das im Notch Signalweg eine Rolle spielt berichtet
(Armbruester et al. 2004).

Nach einer aktuellen Studie wird die HERV-K(HML-2) LTR durch die Transkriptionsfaktoren Sp1
und Sp3 reguliert (Fuchs et al. 2011). Obwohl manche HERV-K(HML-2) Elemente ORFs fir alle
essentiellen retroviralen Proteine besitzen, konnte bisher keine Infektidsitat nachgewiesen werden
(Mayer et al. 2005). Vor wenigen Jahren konnte jedoch gezeigt werden, dass nur wenige Muta-
tionen nétig sind, um auf der Basis einer Konsensus-Sequenz dieser Proviren ein voll funktions-
fahiges und in vitro infektiéses Virus zu rekonstruieren (Dewannieux et al. 2006; Lee et al. 2007).
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1.2.5.6 HERV-L

Als Vertreter der Klasse |l HERVs sei die evolutionar betrachtet wesentlich altere HERV Gruppe
HERV-L erwahnt. lhr Alter wird auf circa 100 Millionen Jahre geschatzt (Smit 1993; Benit et al.
1999). Im menschlichen Genom sind 200 provirale Elemente und etwa 6000 solitare LTRs (Mager
et al. 2003) bekannt. 1995 wurde zum ersten Mal ein HERV-L Provirus von Cordonnier et al. be-
schrieben (Cordonnier et al. 1995). Die codierende Region des HERV-L Prototyps wird von nur
zu 82% identischen LTRs flankiert, was fir ein hohes Alter dieses Provirus spricht. Verwandte
HERV-L Elemente wurden in allen untersuchten Saugergenomen nachgewiesen (Herniou et al.
1998). Untersuchungen der HERV-Expression in humanen Geweben mittels HERV-Microarray-
Analysen zeigen, dass HERV-L eine &uBerst strikte Gewebespezifitat aufweist und spezifisch nur
in Haut, Uterus, Plazenta, Zervix und Schilddrise aktiv ist (Seifarth et al. 2005). Diesen Ergeb-
nissen entsprechend zeigen isolierte HERV-L LTRs vor allem in Zelllinien, die von diesen Gewe-
ben abgeleitet sind, hohe Aktivitaiten. So sind HERV-L LTRs vor allem in HaCaT-
(Ursprungsgewebe: Keratinozyten, Haut), aber auch in KLE- (Ursprungsgewebe: Uterus) und
HelLa-Zellen (Ursprungsgewebe: Zervix) besonders aktiv. Aufgrund der signifikanten Gewebe-
spezifitdt der einzelnen HERV-LTRs wurden fur weitere Untersuchungen mit Hilfe von Promotor-
konversionsvektoren sogenannte HERV-MLV-Hybridvektoren hergestellt, die die Promotorregion
von HERVs enthalten (Schén et al. 2009). Dunn et al. konnten zeigen, dass die gewebespezifi-
sche Expression des -Galactosyltransferasegens (3-3GAL-T5) im Darm durch eine HERV-L LTR
ermdglicht wird (Dunn et al. 2003; Dunn et al. 2005).

1.2.6 Regulation von HERVs durch epigenetische Modifikationen

In den letzten Jahrhunderten trugen zahlreiche Entdeckungen und Entwicklungen dazu bei mehr
Uber die Erbinformation zu erfahren. Angefangen Gber Mikroskopietechniken im 19. Jahrhundert,
die erstmals einen Einblick in zelluldre Organellen wie den Nukleus und die Chromosomenstruktur
ermoglichten, Uber G. Mendel und die Aufklarung der DNA Struktur von J. Watson und F. Crick
1953 (Watson et al. 1953). Basierend auf der Entdeckung von Restriktionsenzymen durch W.
Arber und der Sequenziermethode von F. Sanger konnten komplette Genome inklusive das des
Menschen entschlisselt und Gene identifiziert werden (Lander et al. 2001; Venter et al. 2001). Die
Gesamtheit der genetischen Information eines Organismus ist hinsichtlich der Expression von
einzelnen Genen sehr heterogen. So werden manche Genabschnitte sehr hdufig und andere
eher selten transkribiert. Das Genom ist hoch organisiert und bald war ersichtlich, dass viele bio-
logische Phanomene nicht allein anhand der DNA Sequenz zu erklaren und zu verstehen sind.
Beispielsweise gibt es unterschiedliche Pha&notypen bei genetisch identischen Individuen.

Heute ist bekannt, dass die Genexpression auf verschiedenen Ebenen reguliert wird (Van Driel
et al. 2003). Zum einen wird die Transkription auf DNA-Ebene gesteuert. Transkriptionsfaktoren
mit unterschiedlicher Spezifitat binden an regulative DNA Sequenzen wie Promotoren, ,Enhancer’
und ,Silencer” und aktivieren bzw. reprimieren die Transkription. Dazu kommen epigenetische
Mechanismen, die der eigentlichen Transkription eines Gens vorgeschaltet sind. Epigenetik wird
definiert als vererbbare Anderung der Genfunktion, die sich nicht durch Anderungen der priméren
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DNA-Sequenz erklaren lasst (Sugimoto et al. 2009). Es gibt zwei Hauptkategorien der epigene-
tischen Modifikationen: Zum einen die DNA-Methylierung und zum anderen Histonmodifikationen
(Abb. 5). Wahrend die DNA durch Methylierung von Cytosin-Resten in CpG-Dinucleotiden modi-
fiziert werden kann (Bird 2002), unterliegen die N-terminalen Reste der Histon-Proteine unter-
schiedlichen posttranslationalen Modifikationen wie z.B. Acetylierung, Methylierung,
Phosphorylierung und Ubiquitinierung (Kouzarides 2007). Der wesentliche Einfluss auf die Chro-
matin-Struktur und Genfunktion ist dabei abhéngig von Typ und Lokalisierung der Modifikation.
Wahrend die meisten Formen der Histon-Modifikation dynamisch sind und damit leicht riickgéngig
gemacht werden koénnen, fuhrt eine DNA-Methylierung im Bereich von Promotoren zu einer sta-
bilen langfristigen Inaktivierung der Genexpression (Kouzarides 2007).

DNA Methylierung

Histonmodifikation

Abb. 5: Grundlegende Mechanismen der epigenetischen Regulation sind DNA-Methylierung und
Histonmodifikationen am N-terminalen Rest. [Graphik verandert nach (Qiu 2006)].

1.2.6.1 DNA Methylierung von Retroelementen

Die Methylierung der DNA erfolgt am C5-Atom eines Cytosins in CpG Dinukleotiden durch meh-
rere DNA Methyltransferasen (DNMT) (Klose et al. 2006). Methyliertes Cytosin kann auf zwei
Wegen die Transkription inhibieren, zum einen direkt durch das Blockieren der Bindung von Tran-
skriptionsfaktoren (Watt et al. 1988) und zum anderen indirekt durch Methyl-CpG-bindende Pro-
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teine, die Repressoren der Transkription rekrutieren (Nan et al. 1997). Damit hat die DNA-Methy-
lierung einen erheblichen Einfluss auf die zellulare Genexpression (Razin 1998). In menschlichen
somatischen Zellen sind in etwa 80% aller CpG-Dinukleotide methyliert (Jaenisch et al. 2003).
CpG-Dinukleotide sind oft in sogenannten CpG-Inseln zusammengefasst, die haufig im 5" Bereich
von Genen liegen und mdglicherweise fur die Gewebespezifitdt der Genexpression von Bedeu-
tung sind (Bird 1986; Costello et al. 2001; Bird 2006). Bei der semikonservativen Replikation der
DNA kopiert die Methyltransferase DNMT1 das Methylierungsmuster vom parentalen Strang auf
den neu entstehenden DNA-Strang und gibt das Methylierungsmuster so an die Tochterzellen
weiter (Klose et al. 2006). Die Methylierung von DNA spielt eine wichtige Rolle in der embryonalen
Entwicklung, dem genomischen Imprinting, der X-Chromosom-Inaktivierung, sowie der Suppres-
sion repetitiver Sequenzen im Genom (Bird 2006). So ist in den meisten Fallen die Aktivitat von
Retroelementen wie LINEs, SINEs oder HERVs aufgrund von DNA Methylierung supprimiert
(Khodosevich et al. 2004; Lavie et al. 2005; Shen et al. 2006; Reiss et al. 2007; Stengel et al.
2010), d.h. die Methylierung dient mdglicherweise als Abwehrmechanismus von Seiten des Wirtes
gegen ,Parasiten” innerhalb des Genoms (Yoder et al. 1997; Romanish et al. 2010).

Es gibt mehrere Studien, die berichten, dass das Stilllegen von repetitiven Sequenzen im mensch-
lichen Genom bzw. in allen Zellen eines Organismus nicht homogen erfolgt. So gibt es durchaus
Unterschiede fur HERV-K oder HERV-E Elemente, die einen unterschiedlichen Methylierungs-
status einzelner Loci in verschiedenen Zelltypen aufweisen (Lavie et al. 2005; Shen et al. 2006;
Reiss et al. 2007). Auch die Promotorregion von ERVWE1, einem HERV-W Locus der flir Syncy-
tin-1 kodiert, ist in der menschlichen Plazenta hypomethyliert und in anderen Geweben methyliert
(Matouskova et al. 2006).

Des Weiteren wurde gezeigt, dass eine Behandlung der HERV-K(HML-2) exprimierenden Tera-
tokarzinom-Zelllinie Tera-1 mit dem demethylierenden Agens 5-Azacytidin die Expression des
HERV-K(HML-2) Gag Proteins steigert (Gotzinger et al. 1996). Lavie et al. untersuchten die Rolle
der DNA-Methylierung von CpG Dinukleotiden in Bezug auf die transkriptionelle Aktivitat von
HERV-K(HML-2) LTRs in der Teratokarzinom-Zelllinie Tera-1 und der Brustkrebs-Zelllinie T47D.
Dabei konnte eine inverse Korrelation des Methylierungsstatus und der Expressionsaktivitat ver-
schiedener Proviren festgestellt werden (Lavie et al. 2005). Jedoch wurde auch gezeigt, dass der
CpG Methylierungsstatus wahrscheinlich nicht allein die Aktivitdt der HERV-K (HML-2) 5'LTR
reguliert.

Stengel et al. untersuchten die Aktivitat von HERV-K(HML-2) Elementen in Melanomzellen
(Stengel et al. 2010). In Zellen ohne HERV-K(HML-2) Expression fanden sie eine deutlich starkere
Methylierung der HERV-K(HML-2) 5°’LTRs als in exprimierenden Zellen. Eine Behandlung dieser
Zellen mit 5-Azacytidin resultierte ebenfalls in einer gesteigerten HERV-K Expression.

Ein ungewdhnlicher Methylierungsstatus sowohl von zellularen Genen als auch von Retroele-
menten wurde bereits mit verschiedenen Krankheiten assoziiert. Abweichende epigenetische Mo-
difikationen, wie z.B. eine globale Demethylierung von CpG Dinukleotiden oder die
Hypermethylierung der Promotorregion von Tumor-Supressorgenen kénnten eine wichtige Rolle
bei der Entstehung von Krebs spielen (Feinberg 2007; Jones et al. 2007; Romanish et al. 2010).
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Veranderungen der DNA-Methylierungsmuster wurden nicht nur in Tumoren, sondern auch in ei-
nigen vererbbaren Krankheiten gefunden (Bickmore et al. 2003). Mentale Dysfunktion ist eines der
Hauptsymptome bei Erkrankungen aufgrund von epigenetischen Abweichungen (Shen et al.
2006). Die neuronale Fehlentwicklung des Rett-Syndroms wird zum Beispiel durch Mutationen in
dem methyl-CpG-bindenden Protein MeCP2 hervorgerufen. Die charakteristischen klinischen
Merkmale &hneln dabei partiell denen von autistischen und schizophrenen Patienten (Robertson
et al. 2000; Shahbazian et al. 2002). Das Rett-Syndrom reprasentiert ein typisches Beispiel dafir,
welche Folgen epigenetische Modifikationen wie DNA-Methylierung haben kénnen, und deutet auf
ein epigenetisches ,Fine-Tuning“ hin, das essentiell bei der Entwicklung der gesunden Gehirn-
funktion ist. Es ist erwiesen, dass Schizophrenie und bipolare Krankheiten auf einem Zusammen-
spiel von genetischen Faktoren, aber auch von Umweltfaktoren beruht (vgl. 1.2.8.3). Shen et al.
postulieren, dass DNA Methylierung sowohl die unklare Vererbung als auch die Rolle der Umwelt-
faktoren wahrend der Krankheitsentstehung erklaren kénnte (Shen et al. 2006).

1.2.6.2 Chromatin-Modifikationen

Die Erbinformation einer eukaryotischen Zelle liegt im Zellkern in Form des Chromatins vor, das
aus DNA und DNA-bindenden Proteinen besteht. Dieser DNA-Protein Komplex gewéhrleistet ei-
nerseits die Stabilitat gegen Nukleasen und hat aber auch andererseits Einfluss auf den Konden-
sation- und Verpackungsgrad der DNA und somit indirekt auch auf die Genexpression. Die
grundlegende Einheit bildet ein sogenanntes Nucleosom, das etwa 147 Basenpaare superhelikale
DNA enthalt, die linksgangig ein ,,Core“-Histon in 1,65 Windungen umwickelt (Li et al. 2007). Das
,core“-Histon ist ein Oktamer und besteht aus jeweils zwei Histonen H2A, H2B, H3 und H4 (Szyf
2009). Das Linker-Histon H1 schlieBt das Nucleosom ab und stabilisiert die zu Nucleosomenfila-
menten aneinander gereihten Nucleosomen. In weiteren Verpackungsschritten werden die DNA-
Protein-Komplexe zu hoch geordneten Gebilden verpackt. Chromatin liegt im Kern in zwei
unterschiedlichen Formen vor, dem stéarker kondensierten Heterochromatin, das hauptsachlich
transkriptionell inaktive DNA enthélt und dem weniger stark kondensierten und transkriptionell
aktiven Euchromatin.

So werden zwei Meter linearer DNA-Strang auBerst effizient in zehn ym verpackt, jedoch muss
die DNA auch unter anderem fur Transkription und Replikation zuganglich sein. Hierfir missen
die Nucleosomen neu positioniert werden. Ein wichtiger Mechanismus, der die Zuganglichkeit
der DNA regelt, ist die Histon-Modifikation, die im Folgenden n&her erlautert werden soll. Das
Core-Histon Oktamer bildet eine kompakte Struktur mit einem N-terminalen Ende, das weniger
strukturiert ist und hervorragt. Diese N-Termini werden posttranslational beispielsweise durch
Acetylierung, Phosphorylierung oder Methylierung modifiziert und kénnen direkt die Chromatin-
struktur beeinflussen.

Die Acetylierung von Histon-Proteinen durch Histonacetyltransferasen (HATs) findet Uberwiegend
an Lysinresten der Histone H3 und H4 statt. Dies flhrt zu einer Neutralisation der positiven Ladung
und die Interaktion mit der negativ geladenen DNA wird aufgehoben. Diese Auflockerung der
Chromatin-Struktur ermdglicht den Zugang fur Transkriptionsfaktoren und hat somit eine tran-
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skriptionelle Aktivierung lokaler Gene zur Folge (Li et al. 2007). Die Entfernung der Acetylgruppen
von Histon-assoziierten Lysinresten erfolgt durch spezifische Histondeacetylasen (HDACs) und
fuhrt zu einer Kondensation des Chromatins (Heterochromatin). Diese steht in Zusammenhang
mit der transkriptionellen Repression bestimmter Genabschnitte (Kouzarides 2007).

Die Regulation der HERV-Expression durch Modifizierung der Histone wurde bislang noch nicht
untersucht, jedoch ist anzunehmen, dass sie ahnlich verlauft wie bei zellularen Genen oder bei
Retroelementen der Maus (Li et al. 2007). Untersuchungen in embryonalen Stammzellen der
Maus haben ergeben, dass H3K9me3 und H4K20me3 eine wichtige Rolle bei dem ,Silencingpro-
zess® von ERVs wéahrend der Embryogenese spielen kénnen (Martens et al. 2005; Mikkelsen
et al. 2007; Maksakova et al. 2008).

1.2.7 Aktivierung reprimierter HERVs

Da ,epigenetisches Silencing“ von Genen in der Regel reversibel ist, kann vermutet werden, dass
auch ein GroBteil der inaktivierten HERV Sequenzen im menschlichen Genom reaktiviert werden
kann, sofern sie noch aktive Promotoren besitzen. Eine Aktivierung von HERVs kann sich lediglich
in einer Erhdhung der Transkriptmenge bemerkbar machen, kann aber auch eine Expression der
Env oder Gag Proteine zur Folge haben bzw. zur Bildung retroviraler Partikel fihren. Tatséachlich
konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung von HERVs durch bestimmt Faktoren von auBen,
wie z.B. UVB-Strahlung (Hohenadl et al. 1999), aber auch durch interne Signale erfolgen kann
(Katsumata et al. 1999). So, wie spezifische Molekiile die Expression verschiedener Gene beein-
flussen kénnen, kdnnen auch HERVs stimuliert werden. Beispielsweise kénnen HERVs durch
Cytokine aktiviert werden, die z. B. in Autoimmunerkrankungen stets prasent sind. Wahrend In-
terferon (INF)-Alpha die HERV-K Expression aktivieren kann, zeigt INF-Beta eine eher antiretro-
virale Wirkung, da es in vitro die HIV Replikation inhibiert, aber auch die Antikérperlast gegen
HERV-W und HERV-H Env als Konsequenz einer INF-Beta Therapie bei MS Patienten reduziert
(Petersen et al. 2009; Christensen 2010). Einige HERVs besitzen in der Promotorregion ein
»Glucocorticoid-responsive Element (GRE) und werden durch Steroidhormone aktiviert. So kann
die HERV-K(HML-2) und (HML-4) Expression in menschlichen Brustkrebszellen durch Zugabe
von Estradiol und Progesteron stimuliert werden (Ono et al. 1987; Seifarth et al. 1995). Zur Ver-
vollstdndigung seien noch Phorbol-12 Myristat-13 Acetat (PMA) mit einem stimulierenden Einfluss
auf die HERV-L Expression (Diem, unveréffentlicht) und Retinolsaure (Kannan et al. 1991) ge-
nannt, welche wahrscheinlich Uber die Aktivierung verschiedener zellularer Transkriptionsfaktoren
die HERV LTRs beeinflussen kénnen. 5-Azacytidin, schlieBlich, bewirkt als Inhibitor von Methyl-
transferasen meist eine Erhéhung der HERV Expression (Gotzinger et al. 1996; Fuchs et al.
2011).

AuBerdem kénnen HERVs durch exogene Viren, wie zum Beispiel HIV induziert werden (Contre-
ras-Galindo et al. 2006; 2007; Laderoute et al. 2007). Aber auch Vertreter der Herpesviren, wie
Herpes Simplex Virus 1 (HSV-1), humanes Herpesvirus 6 (HHV6) oder Varizella-Zoster Viren
(VZV) kénnen zu einer Aktivierung von HERV Elementen flhren (Sutkowski et al. 2004; Hsiao
et al. 2006; Nellaker et al. 2006; Ruprecht et al. 2006; Hsiao et al. 2009; Tai et al. 2009; Turcanova
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et al. 2009). Sutkowski et al. z. B. demonstrierten eine Erhéhung der HERV-K env Expression
nach einer Epstein-Barr Virus (EBV) Infektion (Sutkowski et al. 2001). Bemerkenswert ist das von
Perron et al. postulierte Modell, wie eine Aktivierung von HERV-W durch Umweltfaktoren, wie
exogene Viren (HHV-6, VZV, HHV1, EBV) oder Bakterien (Chlamydia pneumoniae) einen patho-
genen Prozess bis hin zum Ausbruch von MS in genetisch pradisponierte Individuen bewirken
kénnte (Perron et al. 2010). DarlUber hinaus wurde ein aktivierender Effekt des protozooischen Pa-
rasiten Toxoplasma gondii (T. gondii) nachgewiesen (Frank et al. 2006). In diesem Fall war eine
erhohte transkriptionelle Aktivitat von Klasse |, Il und Il HERVs in einer infizierten Gehirnzelllinie
zu verzeichnen.

1.2.8 HERVs und Erkrankungen des Menschen

Bis heute wurden zahlreiche Untersuchungen veroéffentlicht, die HERVs mit einer Vielzahl von Er-
krankungen des Menschen in Verbindung bringen (Portis 2002; Colmegna et al. 2006; Balada
et al. 2009; Perron et al. 2009; Christensen 2010; Romanish et al. 2010; Antony 2011). Diese
kénnen in drei Haupt-Kategorien, Krebs- und Autoimmunerkrankungen sowie psychische Stérun-
gen eingeteilt werden. Zwar sind die meisten HERVs mutiert oder weisen Deletionen auf, jedoch
sind viele noch transkriptionell aktiv und zeigen Expressionsunterschiede in verschiedenen Indi-
viduen. Generell kénnen drei Formen genannt werden, die das pathogene Potential von HERVs
erklaren (Christensen 2010). Als genetisch mobile Elemente haben HERVs prinzipiell die Fahig-
keit neu ins menschliche Genom zu integrieren und dadurch zellulare Gene zu beeinflussen
(Brady et al. 2009). Somit kénnten HERVs durch Insertionsmutagenese an der Karzinogenese be-
teiligt sein. De novo Insertionen mit Krankheitsfolge konnten beim Menschen bislang jedoch nur
fur nicht-LTR Retrotransposons gezeigt werden (Babushok et al. 2007). Jedoch enthélt das
menschliche Genom bereits rund eine halbe Million retroviraler LTRs mit regulatorischen Sequen-
zen, die auch Uber einen langeren Genomabschnitt Einfluss auf benachbarte Gene ausiiben kon-
nen (Lamprecht et al. 2010) (vgl. 1.2.3). Zuletzt seien die Transkription und die Translation HERV
kodierter Proteine genannt. So besitzen beispielsweise mehrere HERVs wie z. B. HERV-H, -W,
-T, -FRD, -F, -R und HERV-K ORFs und kénnen komplette retrovirale Proteine exprimieren (de
Parseval et al. 2003).

1.2.8.1 HERVs und Krebs

Bislang ist die Rolle von HERVs bei der Karzinogenese nicht vollstandig geklart, obwohl mehrere
Studien gute Argumente fiir eine krankheitsrelevante Beteiligung von HERVs in bésartigen Tumo-
ren liefern (Bannert et al. 2004; Romanish et al. 2010). Viele Studien dokumentieren eine erhdhte
transkriptionelle Aktivitat von HERVs in Tumoren, wie z. B. Brustkrebs, Leuk&dmien und Melanome
(Depil et al. 2002; Buscher et al. 2005; Contreras-Galindo et al. 2008; Frank et al. 2008; Prusty
et al. 2008). In den meisten Fallen konnte eine Assoziation mit der HERV-K(HML-2) Gruppe nach-
gewiesen werden (Romanish et al. 2010). Am besten untersucht ist die Rolle von HERV-K(HML-2)
in Seminom-Patienten, da in diesen Tumoren HERV-K Proteine identifiziert werden konnten (Sau-
ter et al. 1995). Ldéwer et al. entdeckten 1993 retrovirale Partikel in Teratokarzinom-Zelllinien, die
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HERV-K(HML-2) Gag-Protein enthalten (Léwer et al. 1993). Die Bildung von HERV-kodierten Pro-
teinen wurde ebenfalls in Brustkrebs- und Melanom-Zelllinien beobachtet (Muster et al. 2003;
Golan et al. 2008). Daruber hinaus werden auch eine Reaktivierung und Hypomethylierung von
HERVs mit chromosomaler Instabilitat in Verbindung gebracht (Schulz et al. 2006; Romanish et
al. 2010). Im Aligemeinen sind HERVs in Krebszellen eher demethyliert und weisen beispielsweise
einen geringeren Methylierunsstatus im Kopf-Hals Karzinom auf als im gesunden Gewebe (Szpa-
kowski et al. 2009).

1.2.8.2 HERVs und Autoimmunerkrankungen

Ein Zusammenhang von HERVs mit Autoimmunerkrankungen, wie zum Beispiel Gelenkrheuma-
tismus (RA), Psoriasis (Schuppenflechte) oder Multiple Sklerose (MS) wurde in zahlreichen Stu-
dien diskutiert (Clausen 2003; Colmegna et al. 2006; Antony 2011). Die Behauptungen stiitzen
sich vor allem darauf, dass Antikdrper gegen retrovirale HERV-Proteine und Uberdurchschnittlich
viele HERV Transkripte in Patienten mit Autoimmunerkrankungen gefunden wurden (Colmegna
etal. 2006). Zum Beispiel wurden im Blut und in der Gelenksflussigkeit von RA Patienten erhdhte
Transkriptmengen von HERV-K(HML-2) detektiert (Nakagawa et al. 1997). MS ist eine entziind-
liche Erkrankung des zentralen Nervensystems mit unterschiedlichem, meist progressivem Verlauf
(Christensen 2010; Antony 2011). Die Autoimmunreaktion richtet sich gegen die Nervenfasern
isolierenden Myelinscheiden und fuhrt zu einer Verlangsamung oder fehlenden Weiterleitung von
Nervenimpulsen.

Die Atiopathogenese von MS ist komplex und verbindet sehr wahrscheinlich genetische Pradis-
position mit Umweltfaktoren (Mameli et al. 2009; Christensen 2010). Als hypothetische Faktoren
werden Infektionen mit Viren (Moyes et al. 2007; Antony 2011), aber zum Beispiel auch Vitamin-
D Mangel diskutiert (Mameli et al. 2009; Antony 2011). Als mdglicherweise involvierte exogene
Viren werden Herpesviren und Epstein-Barr Viren postuliert. 1991 wurden retrovirale Partikel in
MS gefunden (Perron et al. 1991) und sechs Jahre spater erstmals das MS-assoziierte Retrovirus
(MSRV) beschrieben (Perron et al. 1997), das sich spater als Mitglied der HERV-W Gruppe her-
ausstellte. Seitdem gibt es zahlreiche Untersuchungen Ulber eine Rolle von HERVs bei der Krank-
heitsentstehung (Antony 2011). Neben HERV-W werden noch weitere HERV-Gruppen wie
HERV-H und ERV9 spezifisch mit MS in Verbindung gebracht (Christensen et al. 2000). Erhéhte
Transkriptmengen von HERV-H, -K(HML-2) und HERV-W wurden in Gehirngewebe von MS Pa-
tienten gefunden (Johnston et al. 2001). Ebenso wurde kirzlich die Subgruppe HERV-Fc1 mit
MS assoziiert (Nexg et al. 2011). AuBerdem produzieren Lymphozyten von MS Patienten in Kultur
RT-positive Retrovirus-ahnliche Partikel, die HERV-H und/oder HERV-W Sequenzen enthalten.
Ahnliche Partikel wurden in vielen MS Patienten gefunden, aber nur selten in gesunden Kontrol-
len. Bemerkenswert ist, dass HERV-W/MSRV Sequenzen in CSF (,Cerebro-Spinal-Fluid“) von
MS Patienten mdglicherweise als Marker fir ein schnelles Voranschreiten der Erkrankung dienen
kénnten (Sotgiu et al. 2002).
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1.2.8.3 HERVs und psychische Stérungen

Schizophrenie und bipolare Stérungen sind komplexe psychische Erkrankungen mit einer vielfal-
tigen Symptomatik. Die Krankheitsursachen sind bis heute nicht eindeutig geklart. Jedoch spre-
chen Familien-, Zwillings- und Adoptionsstudien dafiir, dass die Atiopathogenesen sowohl eine
deutliche genetische Komponente als auch Umweltfaktoren vereinen (Yolken et al. 1995; 2000;
2001; Christensen 2010).

Patienten mit bipolaren Stérungen sind extremen Stimmungsschwankungen ausgesetzt (Leboyer
etal. 2010). Schatzungen zufolge leiden etwa zwei Millionen Menschen in Deutschland an dieser
Erkrankung. Kennzeichnend sind Phasen von Manie, die in unregelméaBigen Abstanden von de-
pressiven Stimmungslagen, aber auch von symptomfreien Intervallen abgelést werden.

Rund 1% der Bevdlkerung erkrankt weltweit an Schizophrenie, meistens im Alter zwischen 20
und 35 Jahren (Frangou 2008). Bei Schizophrenie kommt es zu Stérungen der Wahrnehmung,
des Denkens und der Affektivitat. Grundséatzlich wird zwischen der Positiv- und der Negativsym-
ptomatik unterschieden (Frangou et al. 2004). Die Positivsymptomatik bezeichnet Verhaltens-
merkmale, die Uber das Verhalten von Gesunden hinausgehen, wie Wahn und Halluzinationen
und findet besonders in der akuten Phase der Krankheit statt. Die Negativsymptomatik tritt beson-
ders bei einem chronischen Krankheitsverlauf auf und zeichnet sich durch ein Verhalten aus, wel-
ches im Vergleich zu Gesunden Defizite aufweist, wie beispielsweise Motivationslosigkeit, sozialer
Ruackzug und sprachliche Verarmung. Zuséatzlich leiden viele Patienten an Stimmungsschwan-
kungen, Depressionen und Angstzustanden, die zu einer Suizid-Rate mit tédlichem Ausgang von
bis zu 10% fuhren. Die Wahrscheinlichkeit an Schizophrenie zu erkranken liegt bei etwa 7%,
wenn ein Elternteil schizophren ist (Mortensen et al. 1999). Zum heutigen Zeitpunkt sind 14 Kan-
didatengene bekannt (http://www.ncbi.nim.nih.gov/omim), die mit Schizophrenie in Verbindung
stehen. Demzufolge scheint Schizophrenie eine komplexe Erkrankung zu sein, die polygenetische
Einflisse und Risikofaktoren aus der Umwelt vereint. Die Komplexizitat dieser potentiellen Inter-
aktionen erschweren die Erforschung krankheitsinduzierender Einflisse. Jedoch haben epide-
miologische Studien eine Reihe von Umweltfaktoren identifiziert, die eine Rolle bei der
Krankheitsentstehung von pradisponierten Individuen spielen kénnten. Yolken et al. korrelierten
ein vermehrtes Auftreten der Erkrankung unter anderem mit Geburten im Frihjahr oder Winter,
perinatale Infektionen, Aufwachsen mit Geschwistern oder in der Stadt (Yolken et al. 1995;
Mortensen et al. 1999).

All diese Faktoren unterstiitzen die Idee, dass Infektionen bei der Entstehung eine Rolle spielen
kénnen (O’Reilly et al. 1996; Yolken 2004; Brown 2006; Fatemi et al. 2009). Diese kénnen Ent-
wicklungsstérungen, genetische Mutationen oder persistente Infektionen hervorrufen. Bislang
wurde mehrfach die Hypothese aufgestellt, dass neben Herpesviren (Yolken 2004; Yolken et al.
2011) vor allem Retroviren fir die Atiopathogenese von Schizophrenie verantwortlich sein kénnten
(Crow 1984; Yolken et al. 2000; Yolken et al. 2001; Christensen 2010). Es gibt mehrere Griinde,
warum Retroviren von besonderem Interesse sind. Aufgrund ihrer Fahigkeiten zum Neurotropis-
mus, zur Integration ins Wirtsgenom und zur Latenz sind Retroviren potentielle infektidse Erreger
von Krankheiten des zentralen Nervensystems und kénnen Langzeitveranderungen in der Gehirn-
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funktion hervorrufen (Yolken et al. 2001). Zum Beispiel kbnnen Infektionen mit HIV oder HTLV eine
Reihe von psychischen Symptomen wie Depression, Manie oder kognitive Schadigung zur Folge
haben (Yolken et al. 2000; Albright et al. 2003; Huang et al. 2006). Das gilt in besonderem MaB3e
auch fur endogene Retroviren.

Zum Einen wurde auf Proteinebene die Expression von HERV-W Gag in postmortem Gehirn-Pro-
ben von Patienten mit Schizophrenie und bipolaren Erkrankungen untersucht und eine deutliche
Reduktion in Patienten im Vergleich zu Gesunden gefunden (Weis et al. 2007). Im Gegensatz
dazu zeigte die Untersuchung von Blut-Proben (Seren) mit anti HERV-W Gag und Env Antikérpern
ein erhdhtes Auftreten reaktiver Antigene in Proben von Schizophrenie-Patienten in Relation zu
gesunden Kontrollpersonen (Perron et al. 2008). AuBerdem wurden Antikdrper gegen ERV9 Pol
im Serum von Schizophrenen detektiert (Huang et al. 2006).

Zum Anderen wurden in verschiedenen Untersuchungen retrovirale RNA Sequenzen im Gehirn,
in CSF oder im Plasma von Patienten mit Schizophrenie identifiziert, die auf eine erhdhte Aktivitat
der HERV Gruppen HERV-W, ERV9 und HERV-K(HML-2) hinweisen. So wurden vermehrt HERV-
W gag, aber keine env Transkripte in Schizophreniepatienten festgestellt (Yao et al. 2008). Huang
et al. fanden bei erkrankten Personen in 35% aller untersuchten Blutproben RNA des ERV9 pol
Gens, jedoch in keiner Probe der gesunden Kontrollen (Huang et al. 2006).

AuBerdem wurden erhdhte Transkriptmengen von HERV-W pol, sowie HERV-K(HML-2) pol im
frontalen Kortex von postmortem Proben gefunden (Karlsson et al. 2001; Karlsson et al. 2004).
Karlsson et al. fanden retrovirale Sequenzen in zehn von 35 CSF Proben (29%) schizophrener
Patienten in der Akutphase mit Erstdiagnose. Davon konnten sieben der Gruppe HERV-W, zwei
ERV9 und eine ERV-FRD zugeordnet werden. Zusatzlich wurde eine HERV-W Sequenz in einem
chronisch Kranken gefunden. In keiner der 30 Kontrollproben wurde eine retrovirale Sequenz de-
tektiert. In einer darauffolgenden Studie wurde im Plasma von Patienten mit Erstdiagnose HERV-
W RNA identifiziert (Karlsson et al. 2004).

Um mit einem Experiment einen umfassenden Uberblick (iber das Transkriptionsprofil einer Viel-
zahl von HERVs in einem bestimmten Gewebetyp zu bekommen, wurde von Seifarth et al. ein Re-
trovirus-spezifischer Microarray entwickelt (Seifarth et al. 2003; Seifarth et al. 2005). Frank et al.
untersuchten mit Hilfe dieses Microarrays insgesamt 215 Gehirnproben (Frank et al. 2005) von
Patienten mit Schizophrenie, bipolaren Erkrankungen und gesunden Kontrollen. Dabei wurde ein
charakteristisches, gehirnspezifisches retrovirales Aktivitatsprofil detektiert, welches aus Mitglie-
dern der Klasse | Gruppen HERV-E, HERV-F und ERV9, sowie Mitgliedern der HERV-K Taxa
(Klasse Il HERVs) besteht. Zusatzlich wurden einige differentiell aktive HERV Elementen in allen
Gehirnproben, unabhangig vom Krankheitsbild identifiziert. Diese spiegeln wahrscheinlich Unter-
schiede im genetischen und epigenetischen Hintergrund der getesteten Personen wieder. Dabei
konnte eine Subgruppe von HERV-K(HML-2), reprasentiert durch den HERV-K10 Lokus (c5_A)
auf Chromosom 5q33.3, identifiziert werden, die in beiden Patientengruppen im Vergleich zu den
gesunden Kontrollen signifikant Gberreprasentiert war (Frank et al. 2005). Dies lasst auf eine po-
tentielle Verbindung mit der Krankheit schlieBen.
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Um provirale Loci der differentiell exprimierten HERV-K(HML-2) Subgruppe zu identifizieren, wur-
den gag Transkripte von je finf Gehirnproben von Patienten mit Schizophrenie, Bipolaren Stérun-
gen und einer Gesunden Kontrollgruppe untersucht (Flockerzi et al. 2008). Insgesamt wurden 16
im Gehirn aktive HERV-K(HML-2) Loci identifiziert. Zwei HERV-K(HML-2) Loci, c6_A und c7_A,
wurden nur in einem Patienten mit Schizophrenie und c6_A zuséatzlich in einem Patienten mit Bi-
polaren Stérungen detektiert. Beide Loci besitzen ORFs fur gag und env und kénnten daher von
besonderem Interesse fur weitere Untersuchungen auf Proteinebene sein (Flockerzi et al. 2008).
Insgesamt lasst der Nachweis von HERV Aktivitaten in Patientenproben vermuten, dass eine Ak-
tivierung oder eine Hochregulierung einzelner HERV Sequenzen eine Rolle bei der Krankheits-
entstehung spielen kdnnte.

In einer anderen Studie wurden mittels RT-PCR zwei im Gehirn aktive HERV Loci der Gruppen
HERV-K(HML-2) und HERV-H identifiziert, die in den mit Schizophrenie assoziierten Genberei-
chen SCZD9 und SCZD4 liegen und diese moglicherweise beeinflussen (Nakamura et al. 2003).
Desweiteren wurde von Huang et al. gezeigt, dass die Uberexpression von HERV-W Env Proteine
die Expression zellularer Gene, wie BDNF (,,Brain derived neurotrophic factor”), NTRK2 (,neuro-
trophic tyrosine kinase receptor type 2“) oder DRD3 (Dopamin Rezeptor 3) in der menschlichen
Glioblastom-Zelllinie U-251MG erhéht (Huang et al. 2010). Deshalb wurde die Hypothese aufge-
stellt, dass eine Aktivierung von HERVs durch infektidse Agenzien wie Viren, diverse Umweltfak-
toren oder genetische Variationen zu einer Expression von HERV-W Env Proteinen fuhrt und
diese wiederum die Promotoraktivitat von Schizophrenie-assoziierten Genen stimulieren kénnen
(Huang et al. 2010). Das hatte zur Folge, dass die Expression von BDNF, NTRK2 und DRD3 er-
héht und somit die Athiopathogenese der Krankheit begiinstigt wird.

1.2.9 Antipsychotische Medikamente

Schizophrenie, eine der schwerwiegendsten psychischen Erkrankungen weltweit, ist bis heute
nicht heilbar. Jedoch kann eine symptomatische Behandlung mit Hilfe von Medikamenten und
begleitender Psycho- und Soziotherapie gute Resultate erzielen. Wahrend sich die Psychose bei
rund einem Drittel der Patienten zurlickbildet, kann es beim Rest erneut zu akuten Schiiben oder
einem chronischen Verlauf mit schwereren psychosozialen Einschrdnkungen kommen. Im Vorder-
grund einer wirksamen Therapie steht oft eine medikamentése Behandlung mit Neuroleptika. Al-
lerdings sind mitunter belastende Nebenwirkungen und Residualsymptome nicht ausgeschlossen.
Neuroleptika, auch Antipsychotika genannt sind eine chemisch heterogene Gruppe von Medika-
menten, die antipsychotische Wirkung aufweisen und ein unterschiedliches Nebenwirkungsprofil
zeigen. Generell werden Antipsychotika zur Behandlung psychischer Erkrankungen wie Schizo-
phrenie, Manie, Verhaltensstérungen und Dadmpfung von krankhaften Unruhezusténden bei Psy-
chosen eingesetzt. Eine Einteilung kann anhand der Zugehdérigkeit zu den klassischen (typischen)
oder atypischen Antipsychotika erfolgen (Worrel et al. 2000). Wahrend typische Neuroleptika weit-
gehend auf die Positivsymptomatik der Schizophrenie wirken, greifen atypische auch in die Ne-
gativsymptomatik ein und verursachen oft weniger extrapyramidal-motorische Nebenwirkungen.
Im Allgemeinen dampfen Neuroleptika psychomotorische Erregungszustédnde und verringern
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affektive Spannungen, sowie Angst- und Trugwahrnehmungen. Jedoch ist eine Neuroleptikathe-
rapie nicht unproblematisch, da unterschiedliche Nebenwirkungen wie Dyskinesien auftreten kon-
nen. Diese parkinsondhnlichen Symptome mit unkontrollierten und sich wiederholenden
Bewegungen kdnnen irreversibel sein. Die Wirkungsweisen dieser Medikamente sind noch nicht
endgultig geklart, jedoch werden mehrere Wirkmechanismen in Zusammenhang mit Rezeptor-
blockaden (unter anderem Dopamin) diskutiert.

1.2.9.1 Haloperidol - ein typisches Neuroleptikum

Haloperidol ist ein typisches, hochpotentes Neuroleptikum aus der Gruppe der Butyrophenone
und wird unter anderem wegen seiner sedierenden Wirkung zur symptomatischen Behandlung
von Wahn und Halluzinationen eingesetzt (Abb. 6 A). Die Wirkung von Haloperidol begrindet
sich wahrscheinlich Uberwiegend in der Blockade von Dopamin-Rezeptoren (D1-D3), allen voran
D2 (Leysen et al. 1994). Studien in Ratten und Mausen haben gezeigt, dass Haloperidol die Ex-
pression verschiedener Gene verandern kann (Fasulo et al. 2003; Narayan et al. 2007; Pillai
et al. 2008). So zeigten beispielsweise Chong et al., dass das Gen Synapsin I, welches mit Schi-
zophrenie in Zusammenhang stehen soll, nach einer Haloperidol-Behandlung signifikant hochre-
guliert wurde (Chong et al. 2002). Haloperidol-bedingte Effekte auf DNA-Methylierung oder
Chromatin-Modifikationen in Nagern wurden ebenfalls berichtet (Li et al. 2004; Shimabukuro
et al. 2006). Als Vertreter von hochpotenten Neuroleptika bedingt Haloperidol unerwiinschte, teils
schwerwiegende Nebenwirkungen, wie Bewegungsstdrungen oder Parkinsonoid (Rosebush et al.
1999). In einer kirzlich veroéffentlichten Studie fanden Tost et al. heraus, dass sich bei jungen, ge-
sunden Mannern nach einer einzigen Gabe von Haloperidol innerhalb von Stunden die graue Ge-
hirnsubstanz in einer fir die Motorik wichtigen Gehirnregion (Putamen) reduzierte (Tost et al.
2010). Bei dieser plastischen Veranderung soll Dopamin eine wesentliche Rolle spielen. Der Vo-
lumenverlust des Gehirns war reversibel und normalisierte sich innerhalb von 24 h. Desweiteren
konnte ein Zusammenhang zwischen dem AusmaB an Reduktion des Gehirnvolumens und der
Schwere der Bewegungsstérungen gezeigt werden.

1.2.9.2 Risperidon und Clozapin - zwei atypische Neuroleptika

Risperidon ist ein atypisches, hochpotentes Neuroleptikum und gehért zu den Benzisoxazol-De-
rivaten (Abb. 6B). In den letzten Jahren wurden vermehrt risperidonhaltige Arzneimittel bei
Schizophrenie verordnet (Arzneimittelverordnung 2010). Seine Wirkung beruht auf einer ausge-
pragten antagonistischen Wirkung an einem breiten Spektrum von Rezeptoren (Benkert 2005).
Es besitzt unter anderem eine hohe Affinitat zu Serotonin-(5HTza)-, sowie eine mittlere Affinitat zu
Dopamin (D2) - und Histamin (H1)-Rezeptoren (Leysen et al. 1994). Somit kommt es zur Besse-
rung sowohl der Positiv als auch der Negativsymptomatik. Im Allgemeinen ist wenig Uber Rispe-
ridon in Bezug auf Veranderungen der Genexpression oder epigenetischen Modifikationen
bekannt. Allerdings wurde Risperidon von Li et al. mit einer Phosphorylierung sowie einer Acety-
lierung von Histon H3 in der Maus in Verbindung gebracht (Li et al. 2004).
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Abb. 6: Chemische Strukturformeln der Medikamente Haloperidol (A), Risperidon (B), Clozapin (C),
VPA (D) und 5-Azacytidin (E). (Quelle: //www.drugbank.ca/drugs).

Ein weiterer Vertreter der atypischen Neuroleptika ist Clozapin, ein mittelpotentes Medikament und
trizyklisches Dibenzodiazepin-Derivat (Abb. 6C). Eine Medikation ist bei akuten und chronischen
Schizophrenien, psychotischen Episoden im Rahmen eines Parkinsonsyndroms und akuten Ma-
nien angezeigt, da Clozapin unter anderem sedativ wirkt. Wie Risperidon ist auch Clozapin ein
potenter Antagonist verschiedener Rezeptoren, mit einer hohen Affinitat vor allem zu muskarinis-
chen Acetylcholin (M1)-, Histamin (H1) und Serotonin (5HT2a)-Rezeptoren (Leysen et al. 1994;
Schotte et al. 1996). Bis heute wurde eine Reihe von Untersuchungen mit Clozapin veréffentlicht.
Mit am interessantesten ist eine Studie, die belegt, dass Clozapin antivirale Eigenschaften auf-
weist und die Replikation von HIV-1 inhibiert (Jones-Brando et al. 1997). Mehrfach wurde von
einem Einfluss auf die Expression verschiedener Gene berichtet (Takahashi et al. 2004; MacDo-
nald et al. 2005; O’Connor et al. 2007). Eine kortikale GABA-Dysfunktion ist ein Kennzeichen von
Schizophrenie und Bipolaren Erkrankungen und konnte mit einer Hypermethylierung der GABA-
Genpromotoren wie zum Beispiel reelin und GAD67 in Verbindung gebracht werden (Dong et al.
2008). Um einen moglichen Einfluss von Clozapin auf die DNA Demethylase Aktivitat zu testen,
wurden das Verhaltnis von 5-Methyl-Cytosin zu nicht methylierten Cytosinen im reelin- und
GAD67-Promotor des prafrontalen Kortex und Striatum der Maus gemessen. Ein Teil der Mause
wurde vorher sieben Tage mit L-Methionin behandelt, um eine Hypermethylierung des reelin-Pro-
motors zu bewirken. Diese Hypermethylierung konnte durch dreitdgige Behandlung mit Clozapin
alleine oder besonders in Kombination mit Valproinsdure deutlich reduziert werden. Dies weist
darauf hin, dass die gleichzeitige Gabe von VPA und Clozapin unter anderem eine reelin- und
GADG67-Promotordemethylierung durch die Aktivierung einer DNA-Demethylase induziert. Dies
wiederum kénnte erklaren, warum diese Kombinationstherapie psychische Symptome bessert
(Dong et al. 2008).
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1.2.9.3 Valproinsaure

Valproinsaure (VPA) ist eine verzweigte Carbon-Fettsédure und wird formal den Antiepileptika zu-
geordnet (Camphausen et al. 2005) (Abb. 6D). Aufgrund der krampflésenden Wirkung wird VPA
haufig bei Epileptikern eingesetzt, findet aber auch Anwendung bei Patienten mit Schizophrenien,
Bipolaren Stérungen oder Manien (Citrome 2003; Schwarz et al. 2008). In Kombination mit Neu-
roleptika konnte das Krankheitsbild von Schizophrenen mit aggressivem Verhalten verbessert
werden (Schwarz et al. 2008; Szyf 2009). Wie bereits erwahnt, werden die beiden Gene reelin und
GADG67 der GABA-Neurotransmission aufgrund ihrer Hypermethylierung im Promotorbereich mit
der Pathogenese von Schizophrenie in Verbindung gebracht. Deren Herunterregulation kénnte fur
die komplexen Symptome verantwortlich sein (Guidotti et al. 2010). Es wurde gezeigt, dass VPA
vor allem in Kombination mit Clozapin die Expression von reelin induzieren kann, und dies wie-
derum kénnte die Krankheit positiv beeinflussen (Szyf 2009). Ein besonderes Merkmal von VPA
ist seine inhibierende Eigenschaft auf die Histon-Deacetylase (HDAC), ein Enzym, das bei der
posttranslationalen Chromatin-Modifikation eine wichtige Rolle spielt und eine Repression der
Genexpression bedingt (Camphausen et al. 2005)( Abb 7). VPA bewirkt eine Hyperacetylierung
der N-terminalen Reste von H3 und H4 Histonen in vitro und in vivo (Gottlicher et al. 2001; Das
et al. 2007). Im Gegensatz zu den meisten anderen HDAC Inhibitoren kann VPA die Blut-Hirn
Schranke lberwinden (Snead et al. 1985; Camphausen et al. 2005). Eine Vielzahl von Genen, die
bei der Zellzykluskontrolle wichtig sind, wird ebenfalls durch diesen Mechanismus reguliert (Das
et al. 2007). So induziert VPA nachweislich p21 und wirkt somit auch indirekt auf den Zellzyklus.
AuBerdem kann VPA neuronale Zellen beeinflussen (Dragunow et al. 2006), die Strahlenempfind-
lichkeit von Tumorzellen in vitro und in vivo steigern (Camphausen et al. 2005) und wie andere
Histon-Deacetylase-Inhibitoren aufgrund des mdéglichen Einflusses auf das ,Chromatin-Remo-
delling®, Aktivierung von Tumor-Repressorgene oder auf die Differenzierung und Apoptose als
Antikrebsmittel eingesetzt werden (Liu et al. 2006; Monneret 2007). Von besonderer Bedeutung
ist seine Fahigkeit, eine latente HIV Expression zu induzieren (Jennings et al. 1999).

1.2.9.4 5-Azacytidin

Das Cytidin-Analogon 5-Azacytidin (Abb. 6E) wurde erstmals 1964 von Sorm et al. synthetisiert
(Sorm et al. 1964) und ist ein duBerst wirksamer Inhibitor der DNA Methylierung (Abb 7). Nach
erfolgter Einlagerung in die DNA sich replizierender Zellen kommt es zu einer Interaktion mit allen
drei DNA Methyltransferasen (DNMT) (Santi et al. 1984; Christman 2002). Die irreversible kova-
lente Bindung zwischen dem Enzym (Cysteinrest) und 5-Azacytidin (C6 Atom) flhrt zu einer pas-
siven Inhibierung der DNA Methylierung bei darauffolgenden DNA Synthesen (Christman 2002).
5-Azacytidin wird unter anderem auch als Medikament fir die epigenetische Krebstherapie ein-
gesetzt. Bisher wurde des Ofteren ein veréndertes Methylierungsmuster in Tumorzellen beob-
achtet (Robertson 2005). Interessanterweise wurde auch mehrfach tber einen Einfluss von
5-Azacytidin auf die HERV-K Expression berichtet (Gétzinger et al. 1996; Stengel et al. 2010;
Fuchs et al. 2011). So konnten Gétzinger et al. zeigen, dass eine mittels 5-Azacytidin induzierte
Demethylierung die HERV-K Gag Expression in Tera-1 Zellen erhéht. Ebenso konnte eine Be-
handlung mit dem demethylierenden Agens die Expression von HERV-K in Melanom-Zelllinien
ohne HERV-K Expression stimulieren (Stengel et al. 2010). Generell besteht eine inverse Korre-
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lation zwischen HERV-K Transkription und dem CpG Methylierungsgrad verschiedener Promo-
toren in Melanom-Zelllinien (Lavie et al. 2005; Stengel et al. 2010).

DNA Methylierung DNMT Inhibitor
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Abb. 7: Epigenetische Einfliisse von VPA und 5-Azacytidin. Durch Inhibierung der DNA Methyltransfe-
rase (DNMT) kann 5-Azacytidin auf die DNA-Methylierung einwirken. Histon-deacetylase Inhibitoren
(HDAC:), wie VPA verhindern die Deacetylierung des Chromatins [Graphik verandert nach Narayan et al. 2010
und Qiu 2006].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass eine Reihe von antipsychotischen Medikamenten
Uber epigenetische Mechanismen die Expression von zellularen Genen verandern kénnen, und
somit auch, wie flr 5-Azacytidin bereits gezeigt, Einfluss auf die Expression endogener retroviraler
Elemente nehmen kénnen.

1.3 Zielsetzung dieser Arbeit

Untersuchungen mit dem Retrovirus-spezifischen Microarray haben gezeigt, dass eine Subgruppe
von HERV-K(HML-2), HERV-K10, in postmortem Gehirnproben von Patienten mit Schizophrenie
und Bipolaren Stérungen im Vergleich zu einer gesunden Kontrollgruppe signifikant Gberreprasen-
tiert ist (Frank et al. 2005). Dies deutet auf eine mégliche Assoziation von HERV-K10 mit der Er-
krankung hin. So kénnte zum Beispiel eine Aktivierung oder auch eine Hochregulierung von
verschiedenen HERVSs eine Rolle bei der Atiopathogenese spielen. Da jedoch die Mehrheit aller
Patienten mit psychischen Stérungen medikamentés behandelt wird und manche dieser Medika-
mente Uber epigenetische Mechanismen Einfluss auf zellulare Gene ausiben kénnen, sind auch
Auswirkungen der Medikation auf die Expression von HERVs nicht auszuschlieBen.

Deshalb soll im Folgenden untersucht werden, ob antipsychotische Medikamente die Aktivitat
von HERVs beeinflussen kénnen. Um einen umfassenden Uberblick zu bekommen, soll dies an-
hand eines geeigneten Zellkulturmodells und eines Retrovirus-spezifischen Microarrays unter-
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sucht werden. AuBerdem soll festgestellt werden, ob die Uberreprasentation von HERV-K(HML-
2) in Patienten mit Schizophrenie moéglicherweise auf einen Effekt der Medikation zurtickzufiihren
ist oder ob diese vielmehr mit der Erkrankung als solches in Zusammenhang steht.

Anhand der von Frank et al. ermittelten Microarray-Daten wurden in einer weiterfuhrenden Studie
15 der oben genannten postmortem Gehirnproben verwendet, um transkriptionell aktive HERV-
K(HML-2) Loci zu identifizieren (Flockerzi et al. 2008). Insgesamt wurden 16 aktive Loci im
menschlichen Gehirn gefunden, die in unterschiedlichem AusmaB exprimiert wurden. Transkripte
von zwei Loci wurden nur in einem Patienten mit Schizophrenie ermittelt. Dies wirft die Frage auf,
warum manche HERV-K(HML-2) Loci in einigen Patienten transkriptionell aktiv sind und wie sol-
che Loci reguliert werden. Deshalb soll der Methylierungsstatus einer reprasentativen Auswahl
von LTRs differentiell exprimierter HERV-K(HML-2) Loci in postmortem Gehirnproben analysiert
werden. Es soll untersucht werden, ob Unterschiede im Methylierungsmuster ausgewéahlter Loci
in Gehirnproben einer gesunden Kontrolle im Vergleich zu einem Schizophreniepatienten existie-
ren. Als Vergleich wird die Teratokarzinom-Zelllinien Tera-1 verwendet, da in diesen Zellen HERV-
K(HML-2) hoch exprimiert wird.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es, zu prufen inwieweit Neuroleptika die Aktivitat einzelner
HERV-K(HML-2) Loci in einer geeigneten Modellzelllinie beeinflussen kénnen. Dies soll anhand
des Methylierungs- und Chromatin-Status ausgewéahlter HERV-K(HML-2) Loci experimentell er-
fasst werden.

Zuletzt gilt es zu prifen, wie neu ins Genom eingebrachte HERV-Sequenzen im Vergleich zu be-
reits seit Millionen Jahren stabil im Genom integrierten HERV-Elementen reguliert werden. Hierfar
soll die HERV-LTR gesteuerte Expression des Reportergens egfp in acht Zellklonen Uber einen
Zeitraum von sechs Monaten verfolgt und die HERV Promotoraktivitat bestimmt werden.

Die geplanten Experimente sollen dazu beitragen, die in vorausgegangenen Studien erhaltenen
Daten zu interpretieren. Von besonderem Interesse ist der bisher véllig unbekannte Einfluss von
antipsychotischen Medikamenten auf die HERV-Expression, sowie deren Auswirkungen auf epi-
genetischer Ebene. Die Ergebnisse sollen helfen, die Regulation von HERVs im Gehirn des Men-
schen besser zu verstehen. Letzilich soll dazu beigetragen werden, krankheitsrelevante
Unterschiede im HERV Transkriptionsprofil von denen, die moglicherweise auf medikamentse
Einflisse zurlckzuflhren sind, zu differenzieren. Dies kann weiter dazu flhren, die potentielle
Rolle der HERV-AKktivitat in der Atiopathogenese psychischer Stérungen naher zu beleuchten.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gebrauchsfertige Reaktionssysteme

Name

Hersteller

Expand High Fidelity Enzyme Mix

EZ DNA Methylation-Gold™ Kit
GoTaqg® PCR System
Imprint™
KAPA2G Robust PCR Kit
LC480 DNA Master SYBR Green |

MethylDetector™ Bisulfite Modification Kit

Chromatin Immunoprecipitation Kit

Nucleo Spin Extract I

Nucleo Spin Plasmid

pGEM®-T Vector Systems

QlAamp DNA Mini Kit

QIAquick Gel Extraction Kit
QlAshredder

RNeasy Mini Kit

RQ1 DNAse Kit

SuperScript™ Il First-Strand Synthesis

Roche Diagnostics, Mannheim

ZYMO Research, Freiburg

Promega, Mannheim

Sigma-Aldrich, Sant Louis, Missouri, USA
Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Roche Diagnostics, Mannheim

Active Motif Chromeon GmbH, Tegernheim
Macherey-Nagel, Diren
Macherey-Nagel, Diren

Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim

Invitrogen, Karlsruhe

2.1.2 Oligonukleotide

2.1.2.1 ,Mixed oligonucleotide primers*“ (MOP) fiir die Multiplex-PCR

Alle Cy3-modifizierten MOP-Oligonukleotide mussen aufgrund von Stabilitdtsproblemen in 10 mM
PO4" Puffer gelagert werden. 5°-aminomaodifizierte Oligonukleotide (45mere; ,Capture Probes®)
werden grundsatzlich in 3xSSC auf eine Konzentration von 100 yM eingestellt. Zum Beftillen
einer 384-Well Platte werden jeweils 34 ul eines jeden 45mers mit 12 pyl 20xSSC gemischt und
je 50 ul dieser Mischung (Endkonzentration: 42,5 pmol/ul) in ein Well pipettiert. Die Lokalisator-
Oligonukleotid-Lésung besteht aus einer Mischung von 45 ul 20xSSC, 60 pl Cy3-Oligonukleotid



(20mer) und 195 ul MilliQ Wasser. Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von Metabion, Mar-
tinsried bezogen. Zur Amplifizierung der Altweltaffen-spezifischen ERVs wurden ebenfalls die
humanen MOP-Cocktails (Tab. 1) verwendet.

Tab. 1: Humane “Mixed oligonucleotide primers” (MOPs) fiir die Multiplex-PCR

HERV Orien-  5‘-Modifi- Degene-
Quelle Oligonukleotid-Sequenz
Gruppe tierung kation ration

Typ ABD Primer-Cocktail (MOP-A)

forward - GGAGAAAAAGTACTGCCACAAGGC” -
HML-1 U35102

reverse Cy3 GGAGAACAGAATATCATCCATGTA -

forward - GGAGAAAAAGTGTTACCTCAGGGA -
HML-2 M14123

reverse Cy3 GGAGAATAAAATATCATCAATATA -

forward - GGAGAAAAAGTGTTGTCACAGGGC -
HML-3 U35236

reverse Cy3 GGAGAAGTATATATCATCCATATA -

forward - GGAGAAAAAGTCCTACCACAAGGC -
HML-4 AF020092

reverse Cy3 GGAGAAGAGGAGATCATCCATGTA -

forward - GGAGAAGTGCTTCCTGAAGGGATG -
HML-5 U35161

reverse Cy3 GGAGAATAAAATATCATCCATAAA -

forward - GGAGAAAGAGTTTTACCCCAAGGC -
HML-6 U60269

reverse Cy3 GGAGAAAAGAATATCATCCATATA -

forward - GGAGAAGTTTTACCTCAAGGAATG -
HML-7 AP003171

reverse Cy3 GGAGAACAGTATATCATCCATATA -

forward - GGAGAAGTACTTCCTCAGGGAATG -
HML-8 AL513321

reverse Cy3 GGAGAATAAAATATCATCAATATA -

forward - GGAGAAGTTCTACCCCAAGAGATG -
HML-9 AC025569

reverse Cy3 GGAGAACAAAATATCATCCACATA -

forward - GGAGAAAAAGTTTTGCCCCAGGGT -
HML-10 U07856

reverse Cy3 GGAGAATCTACTTTTTGCTGCACA -

AlUnterstrichene 5’-Nukleotid-Sequenzen, so genannte ,,Clamp”-Sequenzen fungieren als Abstandshalter,
und sorgen fur eine sterische Hinderung der Primerbindung.
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HERV Orien- Degene-
Quelle Modifi- Oligonukleotid-Sequenz
Gruppe tierung ration
kation
MMTV M15122 forward - GGAGAATAGGTTTTGCCCCAGGGT* -

reverse Cy3 GGAGAAAAGAGGATGTCATCCATGTA -

Type C Primer-Cocktail (MOP-C)

Type C (Shih et al. forward - GGAGAATGGAAAGTGYTRCCMCARGG 8
1989) reverse  Cy3  GGAGAACAGCAGSAKGTCATCCAYGTA 8
HERV-l M92067  forward - GGAGAATKKACMSKMYTRCYYCARGGG 1072
HERV-L (895836  reverse  Cy3  GGAGAAAKMWKRYCATCMAYRTAMTG 8192
HERV-H AF026252 forward - GGAGAAGTACTGCTGCAAAGCTTCA -

reverse Cy3 GGAGAACACACGATCGGCAGGGAGA -
RGH2 D11078 forward - GGAGAAGTAATGCTGCAAGGTTTC -
reverse Cy3 GGAGAAGAAGAACATCACCAATATA -
HERV-F AC000378  forward - GGAGAARTMCTMCMYCARGGGTT 64

794277 reverse Cy3 GGAGAAAAGGAGGTCATCTAGATAT -

AUnterstrichene 5’-Nukleotid-Sequenzen, so genannte ,,Clamp”-Sequenzen fungieren als Abstandshalter,
und sorgen fir eine sterische Hinderung der Primerbindung.

HERV Orien-  5‘-Modifi- Degene-
Quelle Oligonukleotid-Sequenz
Gruppe tierung kation ration

»,Housekeeping“ Gen Primer-Cocktail (MOP-HKG)

forward - ATGATGATATCGCCGCGCTCG -
B-Actin E01094
reverse Cy3 CATGTCGTCCCAGTTGGTGACG -
forward - GTTGGCTTTCTTGGGTGAGCTTG -
Ubiquitin ~ U49869
reverse Cy3 AAGAGTACGGCCATCTTCCAGCTG -
NM_ forward - CCCGAATGCCAGAGAAGG -
RPL19
000981 reverse Cy3 CTTCCTTGGTCTTAGACCTG -
NM_ forward - AGTCAACGGATTTGGTCGTATTGG -
GAPDH
002046.1 reverse Cy3 ACGTACTCAGCGCCAGCATCG -
NM_ forward - GTGATGATGAACCAGGTTATGACCT -
HPRT

000194 reverse Cy3 CTACAGTCATAGGAATGGATCTATC =




2.1.2.2 Oligonukleotide des Retrovirus-spezifischen Microarray (,,Capture Probes®)

Die Sequenzen der ,Capture Probes” sind im Anhang Tab. 10 abgebildet.

Tab. 2: Klassifizierung, und Lokalisation der Retrovirus-spezifischen ,,Capture Probes* auf dem

Microarray?

RepBase*

Lokalisierung

Retrovirus-Klasse  Gruppe Genbank-ID auf dem
Name®
Microarray
HERV-I (M92067) E9
Klasse | Retroviren HERV-I
HERV-IP-T47D E10
(Gamma-Retrovirus- HERV-I
(U27241)
verwandt) HERVIP10F
Seq65 (AP000842) E11
HERV-S (Z84470) E7
HERV-S HERV18
Seq77 (AC005040) E8
S71pCRTK6 (U12969) F1
HERV-T HERVS71
S71pCRTK1 (U12970) F2
ERV-FRD (U27240) F3
HERV-FRD MERS50I HS49C23 (Z93019) F4
HERV-Z (269907) F5
HERV-R HERV-R ERV3 (AC004609) F6
E4-1 (M10976) F7
HERV-E HERV-E
Seq32 (AC010636) F8
RGH2 (D11078) F9
HERV-H HERV-H HERV-H (AF026252) F10
Seq66 (AL359740) F11
HERVH48I HERV-F2 (AC002416) G9
HERV-F HERVFH19I HERV-F (294277) G10
HERVFH21 HERV-Fb (AC00378) G11
HERV-W HERV17 HERV-W (AF009668) G3
HERV9 Seq64 (AC005253) G4
HERV17 Seq63 (AC018926) G5
ERV9 ERV9 (X57147) G6
HERV9 Seg59 (AC006397) G7
HERFFH19I Seq60 (AL135749) G8




Lokalisierung

RepBase*
Retrovirus-Klasse = Gruppe Genbank-ID auf dem
Name"®
Microarray
Klasse Il Retroviren
HML-1 (U35102) A8
(B-Retrovirus- HML-1 HERVK14|
Seq29 (S77579) A9
verwandt)
HERV-K10 (M14123)
HERV-K2.HOM
B1
(U87592)
B2
HERV-K(HP1)
HML-2 HERVK B3
(U87588)
B4
HERV-K(D1.2)
Cé6
(U87595)
HERV-K10 (U39937)
Seq26 (AC073115) B5
Seq34 (AL592449) B6
HML-3 HERVKOI HML-3 (U35236) B7
HERV1 (S66676) B8
Seq43 (AF047595) B9
Seq10 (AF047591) B10
HML-4 HERVK13lI HERV-K-T47D B11
(AF020092)
HML-5 HERVK22| HML-5 (U35161) B12
HML-6 (U60269) A10
HML-6 HERVKSI Seq38 (AC010328) A1l
Seq56 (AC018558) A12
HML-7 HERVK11DI NMWV7 (AP003171) C12
HML-8 HERVK11| NMWV3 (AL513321) C11
HML-9 - NMWV9 (AC025569) C10
HERV-KC4 (U07856) Cc8
HML-10 HERVKC4
Seq31 (AL162734) C9
HERV-L (G895836) E2
Klasse Il
Seq39 (AC091914) E3
Retroviren HERV-L
HERV-L Seq45 (AC006971) E4
(Spumavirus- =MLT2
Seq51 (AL353741) E5
verwandt)
Seg58 (AL590730) E6




Lokalisierung

RepBase*
Retrovirus-Klasse = Gruppe Genbank-ID auf dem
Name"®
Microarray
Ubiquitin (U49869) A2
Humane GAPD (NM_002046.1) A3
»Housekeeping“ RPL19 (NM_000981) A4
Gene B-Actin (E01094) A5
HPRT (NM_000194) A6
MacERV1 H7
MacERV2 H8
MacERV3 H9
Altweltaffen-
MacERV- MacERV4 H10
spezifische
MacERVK MacERV5 H11
Retroviren
MacERV6 C3
MacERVK1 C1
MacERVK2 C2
Lokalisierungs- Cy3 -markierte A1, A7, D1,
Punkte 2 Oligonukleotide E1, E12, H1

ayollstandige Oligonukleotidsequenz ist im Anhang Tab. 11 aufgefiihrt, ®RepBase, Genetic Information
Research Institute, Sunnyvale, California (http://www.girinst.org) (Jurka et al. 2005).

2.1.2.3 Kontroll-Oligonukleotide zur Qualitatssicherung des Retrovirus-spezifischen
Microarrays

Lokalisierung auf

Kontrolle Name Genbank-ID Oligomer

dem Microarray
Kontrolle 1 antisense-MMTV M15122% 42-mer D2
Kontrolle 2 antisense-HML-1 u351022 36-mer A6
Kontrolle 3 antisense-HML-5 U35161 2 42-mer B12
Kontrolle 4 antisense-2HOM AF29858 72 36-mer E5
Kontrolle 5 antisense-HERV-W  AF009668 * 42-mer G3

3 vollstandige Sequenzen sind dem Anhang Tab. 12 zu entnehmen



2.1.2.4 Primer-Sequenzen fiir die Kontroll-PCR nach dem DNase Verdau

Primer Oligonukleotid-Sequenz (5> 3°) Genbank-ID Beschreibung Tm
HERV-L  For ATCTGGGTGGGCACCATCAAGTTA  X89211 HERV-LLTR U5 59°C
LTR Rev  TCTCACAATAGGCCATCTGCAAGC  X89211 HERV-LLTR U5 59°C

2.1.2.5 Primer-Sequenzen fiir die quantitative RT-PCR (qRT-PCR)

Primer Oligonukleotid-Sequenz (5> 3°)

For CCTCAACTGTTTTAATGTCTTAGGGCGAGG *
ERV9(ERV9)

Rev CCCTCATCTGTTTGGTCAGGCCC*

For CCTCCAGTCACAACAACTC®
HERV-F

Rev TATTGAAGAAGGCGGCTGG®

For TGAGTCAATTCTCATACCTG®
HERV-W

Rev AGTTAAGAGTTCTTGGGTGG®

For GGCCATCAGAGTCTAAAC?
HML-2

Rev CTGACTTTCTGGGGGTGGCCG*

For CTGCAGCCTGCTAAGCG®
Seq26(HML-3)

Rev CACTGTGAAAATTTTTTACGAG®

For GAATCTCTTCTAATTTGAACCTTTTGAGG?
HERV-KC4(HML-10)

Rev CCCACAGTTTGTCAAACTTTTGTAGGC"

For GGAAGACCATGTGGACCTGTP
p21

Rev AAGATGTAGAGCGGGCCTTTP

For GCACCACGTCCAATGACAT®
RPII

Rev GTGCGGCTGCTTCCATAAC

For ACGTAAACGGCCACAAGTTCE
egfp

Rev AAGTCGTGCTGCTTCATGTGE

For ACACAACTGTGTTCACTAGCF
Beta-Globin

Rev CAACTTCATCCACGTTCACCF

ASequenzen nach Vincendeau (unveroffentlicht); B Sequenzen nach (Seifarth et al. 2005);
¢Sequenzen nach (Radonic et al. 2004); ® Sequenzen nach (Chen et al. 2004); E Sequenzen nach Meggen-
dorfer (unverdffentlicht); ¥ Sequenzen nach Baay et al. 1996.



2.1.2.6 Primer-Sequenzen fiir die Chromatin-Immunoprézipitation (ChiIP)

Primer Oligonukleotid-Sequenz (5> 3°)

For CAATTCCCATCTCAGTCGT
GAPDH

Rev TAGTAGCCGGGCCCTACTTT
ChIP_C3_BI For CTGTTTCTCTTTGGCTGGTGTGG
ChiP_C5_A For ATGATCTCAACTCACTGCTGTGG
ChIP_C6_A For ACTGCCAGTCTCAGGTGTTTGGAT
ChIP_C7_A For AGTAGCTAGGGTTACAGGAGTGC
ChIP_rev Rev AGATGCCTTCCTCTTGTCTCAACT
ChIP_p21 For CGTGGTGGTGGTGAGCTAGA #
ChIP_p21 Rev CTGTCTGCACCTTCGCTCCT #

A Sequenzen nach (Chen et al. 2004)

2.1.2.7 Primer-Sequenzen fir die Methylierungsanalysen

Primer Oligonukleotid-Sequenz (5> 3¢)

cB_I For GTTTTTTTTTGGTTGGTGTGG

cB_ll For ATTTGATTTTTATAATGGTATAAGTTAA
cB_lil For ITTTTTTTAGTTTTTGTTTGAGAG
c5_A For TGGTATGATTTTAATTTATTGTTGTGG
c7_A For AGTAGTTAGGGTTATAGGAGTGA
c11_A For TGTTTAGAAAGGAAATAAAATAGGAN
c12_A For TTAAGGTAGGGAGGATAAGGAAA
c22_A For GTTTGGTTGTGTTATTTAGTGTGT
c6_A For ATTGTTAGTTTTAGGTGTTTGGATA
RP1 Rev CCATTATCACCCTAACTTCTTCA

RP2 Rev AATACCTTCCTCTTATCTCAACTA

A Sequenzen nach (Lavie et al. 2005)



2.1.2.8 Primer-Sequenzen fiir die Mutationsanalyse

Primer Oligonukleotid-Sequenz (5> 3°)

HERV-L_U3 For TGATGATTAATACCAAGTCTCGACTTGATTG
HERV-H-CL-MC For TGTCAGGCCTCTGAGCCAA

eGFP_67 Rev CTTGCTCACCATGGTGGC

egfp For GGTGCAGGAGTGAGCAAGGGCGAGGAGH
egfp Rev TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGTGAGTA

A Sequenzen nach Meggendorfer (unveroffentlicht)
2.1.3 Das Plasmid - pLXSNEGFP

Dieser MLV basierte Vektor enthalt das Reportergen egfp (,enhanced green flourescence
protein®), das von einer MLV LTR ausgehend reguliert wird, sowie ein Neomycin Resistenzgen mit
einem SV40 Promotor (,Simian virus 40%) (Klein et al. 1997; Schén et al. 2009).

2.1.4 Prokaryotische Zellen und Bakterienmedien

Fur die Transformation wurden kompetente JM109 (Stratagene) oder ,E. coli Competent Cells*
(Promega, Niederlande) verwendet.

LB-Amp-Medium (nach Luria-Bertani) 10 g Trypton
5 g Hefeextrakt
10 g NaCl
100 pg/ml Ampicillin
ad 1 I MilliQ-Wasser
pH 7,5; autoklaviert
LB-Agar LB-Medium +1,5% Agar (15 g/l

LB-Amp-IPTG-X-Gal-Platten LB-Agar
100 pg/ml Ampicillin
20 mM IPTG-Lésung
80 pg/ml X-Gal

SOC Volimedium (Life Technologies, Invitrogen) 20 g Trypton
5 g Hefeextrakt
0,5 g NaCl
10 ml 0,25 M KCI
5 ml 2 M MgCl»
20 ml 1 M Glucose
ad 1 | mit MilliQ-Wasser
pH 7,0; autoklaviert




2.1.5 Puffer und Lésungen

Alle Puffer und Loésungen fur die Zellkultur wurden mit MilliQ-Wasser angesetzt und autoklaviert
oder steril filtriert.

Puffer/L6ésung Zusammensetzung

Reduktionslésung
(NaBH,-L6sung)

Wurde grundsétzlich kurz vor Gebrauch frisch angesetzt
(Fur 42 Objekttrager), da Knallgasentwicklung (H,)!

NaBH, 29
1x PBS 600 ml
100 % Ethanol 200 ml
Vorhybridisierungslésung 6x SSC 15 ml (20x)
0,5 % SDS 2.5 ml (10 %)
1% BSA 0549
MilliQ-Wasser ad 50 ml
Hybridisierungslésung 3x SSC 150 pl (20x)
0.2x SDS 20 pl (10x)
50 % Formamid 500 pl (100 %)
MilliQ-Wasser 230 ul
10x SDS 100 g Natriumdodecylsulfat in 1000 ml MilliQ-Wasser
Waschlésung 1 1x SSC
0.1 % (w/v) SDS
Waschlésung 2 0.1x SSC
0.1 % (w/v) SDS
Waschlésung 3 0.1x SSC

Ethanol (75-95%)
Gel-Ladepuffer

Lysel6sung

MTT-Stammlésung

Natrium-Acetat (3 M), pH 5,2
TAE-Puffer (50x): Tris Acetat

EDTA Puffer

SSC (20x) pH 7,0

PBS-Puffer
(Phosphat gepufferte

Natriumchloridlé6sung, pH 7,4)

100% Ethanol verdtiinnt mit MilliQ-Wasser

15% Ficoll

5mM EDTA

0,01% Bromphenolblau
0,01% Xylencyanol

DMSO 99,4 ml
Essig- oder Salzsédure 0,6 ml
SDS 109
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 25 mg
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)

PBS pH 7,4 5mi

3 M Lésung, pH mit Essigsédure eingestellt

2 M Tris-Acetat

1 mM Eisessig

0,1 MEDTA

175,3 g NaCl 3M

88,2 g NaCitrat 300mM
Ad 11 MilliQ-Wasser
140 mM NaCl

5,4 mM KCI

9,7 mM Na,HPO,-2H,0
2 mM KH,PO,




Trypsin-EDTA Lésung
(Gibco, Paisley; UK)

DNA-Auftragspuffer fiir
Gelelektrophorese

Lésung fiir Agarosegele (1,0%)

140 mM NaCl

5,4 mM KCI

100 mM Na,HPO,-2H,O
2,2 mM KH,PO,

0,05% Trypsin

0,54% EDTA

15% Ficoll

5 mM EDTA

0,01% Bromphenolblau
0,01% Xylenxyanol

1g Agarose

100 ml TAE-Puffer

5 pl Ethidiumbromid

Alle nicht aufgelisteten Puffer und L6sungen sind in den einzelnen gebrauchsfertigen Reaktions-

systemen (Kits) enthalten und in deren Protokollen beschrieben.

2.1.6 Chemikalien und Reagenzien

Name

Hersteller

2-log-DNA Léangenstandard
5-Azacytidin

Agarose

Ampicillin

Ampuwa®

Aqua bidest. (Milli-Q)
Bromphenolblau

Clozapin

DMSO

dNTPS (10 mM)

EDTA

Ethanol (absolut zur Analyse)
Ethidiumbromid 1% (w/v in Aqua dest.)
Formaldehyd

Formamid

Fotales Kélber Serum, FCS

New England Biolabs, Schwalbach
Sigma-Aldrich, Steinheim

Biozym Scientific, Oldendorf
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg
Millipore Water System, Eschborn
Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem, Darmstadt

New England Biolabs, Schwalbach
Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

GIBCO, Paisley, UK




Geneticin

GIBCO, Paisley, UK

Glutamin (200 mM)
Gilutaraldehyd 2,5%
Haloperidol

IPTG, 0,2% in aqua dest.
Isopropanol (absolut zur Analyse)
Magnesiumchlorid (MgCl,)
MTT

N,-Supplement (100x)
Natriumacetat
Natriumborhydrid (NaBH,)
Natriumchlorid
Natriumcitrat
Natrium-Selenit (30 nM)
Penicillin und Streptomycin
Polybren

Polyfect
Poly-Ornithin-Hydrobromid
Risperidon

SDS

Sodium Acetat 3M
Valproinséure

X-Gal

Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen Corporation, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
GIBCO, Paisley, UK
Sigma-Aldrich, Steinheim
Qiagen, Hilden
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche Diagnostics, Mannheim

B-Mercaptoethanol Stratagene, Amsterdam, Niederlande

Alle nicht aufgelisteten Reagenzien sind in den einzelnen gebrauchsfertigen Reaktionssystemen
(Kits) enthalten und in deren Protokollen beschrieben.



2.1.7 Enzyme, Proteine und AntikGrper

Name Hersteller

Accutase PAA, Célbe

Antikérper Millipore, Schwalbach; Sigma-Aldrich, Steinheim
bFGF (100 ng/ml) Invitrogen Corporation, Karlsruhe

BPE Invitrogen Corporation, Karlsruhe

BSA (Rinderserumalbumin)
EGF (100 ng/ml)

Heparin (2 mg/ml)

Insulin (5 pg/mi)

Laminin

LIF (107 U/ml)

NEAA (“Non-essential Amino-Acids”)
Progesteron (20 nM)
Putrescein (100 pM)
Restriktionsenzyme

RNase H (2 u/ul)
RNaseOUT™ [40 U/ul]
SuperScript™ Il RT [50 U/ul]
T4 DNA Ligase [3 U/ul]
Transferrin (100 pg)

Trypsin-EDTA
ZymoTag DNA Polymerase [5 U/ul]

Sigma-Aldrich, Steinheim
Millipore, Schwalbach
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Chemicon, Millipore, Schwalbach
Invitrogen Corporation, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

New England Biolabs, Schwalbach
Invitrogen Corporation, Karlsruhe
Invitrogen Corporation, Karlsruhe
Invitrogen Corporation, Karlsruhe
Promega, Mannheim

Serological Corporation

GIBCO, Paisley, UK

ZYMO Research Europe, Freiburg




2.1.8 Sonstige Labormaterialien

Name

Hersteller

384 Well Platten mit Deckel, steril

96 Well-Platte

BiZell Einfrierbehélter

Cellstar® Pipetten, diverse GréBen
CSS-100 Silylierte Slides

Deckglaser Lifter-Slip 22x22
Eppendorf tubes 0,5 ml, 1,5 und 2,0 ml
FACS-Réhrchen

Falcon® tubes 15 ml, 50 mi

Filter fiir Sterilfiltration

Filterpapier, Whatman

Fixogum

Hybridisierungskammer ftir Microarray
Injektionskantile

Lichtgeschlitzte EppendorfreaktionsgeféfBe
Multiwell® 6/12 und 24-Well-Platte
Nunc Cryotubes Vials

PCR ReaktionsgefaBe

Pechiney Parafilm M PM996

Pipetten Pipetman® Gilson
Plastikkammer (ftir Hybridisierung)
Plastikmaterial fiir Zellkultur

Skalpell (steril)

Slide-Transportbox

Spritze, 10ml

Whatman Papier

Zahlkammer Fast Read 10

Zellkulturflasche T25, T75, T185

Genetix Limited, New Milton, United Kingdom
BD Biosciences, Heidelberg

Nihon Freezer Co, Tokyo, Japan

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen
Arraylt-CEL-Associates, Los Angeles, USA
Erie Scientific Company, Portsmouth, USA
Eppendorf, Hamburg

BD Falcon, Dtren

BD Falcon, Dtiren

Millipore, Schwalbach

Schleicher und Schuell, Dassel

Marabu GmbH & Co. KG, Tamm

Greiner, Ntirtingen

ROSE GmbH, Trier

Eppendorf, Hamburg

BD Falcon, Duren

Nalge Nunc International, USA

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Alcan Inc., Canada

Gilson Inc., USA

Greiner Labortechnik, Frickenhausen

Greiner Labortechnik, Frickenhausen; BD und
Thermo, Fisher Scientific (Nunc, Langenselbold)

Aesculap AG, Tuttlingen

Greiner, Ntirtingen

Becton Dickinson, Temse, Belgien
Whatman, Maidstone, UK

Madaus Urotech, Mlinchen

Thermo Fisher Scientific (Nunc GmbH & Co. KG),
Langenselbold

Sonstige Verbrauchsmaterialien wurden von Becton Dickinson (Duren), Nunc International

(Wiesbaden), Eppendorf (Hamburg), Gilson (Den Haag, Niederlande) oder Sarstedt (Newton,

USA) bezogen.



Material und Methoden 40

2.1.9 Zelllinien und Kulturmedien

Bei allen Zelllinien handelt es sich um adharent wachsende Zellen, die bezlglich ihres Wachs-
tumsverhaltens und ihren morphologischen Eigenschaften regelméBig kontrolliert wurden. Allen
verwendeten Medien wurde 100 U/ml Penicillin und 100 pyg/ml Streptomycin sowie Fotales Kalber
Serum (FCS), das vor Gebrauch 30 min bei 56°C hitzeinaktiviert wurde, zugesetzt.

Verwendete Zelllinien

U-138MG Humane Glioblastom-Zelllinie (ATCC HTB 16);

U-251MG Humane Glioblastom-Zelllinie (JCRB, IFO50285);

85HG66 Humane Glioblastom-Zelllinie;

SK-N-SH Neuroblastom-Zelllinie (ATCC HTB-11);

SK-N-MC Neuroepitheliom-Zelllinie (ATCC HTB-10);

U-373MG Glioblastom-Zelllinie;

HNSC.100 Humane neurale Stammzelllinie (Villa et al. 2000);

ANBC Adulte neurale Gehirnzellen, (freundlicherweise von Dr Coras,
Uniklinikum Erlangen zur Verfigung gestellt);

Tera-1 Teratokarzinom-Zelllinie (HTB-105), (freundlicherweise von Jens
Mayer, Uniklinik Saarland zur Verfigung gestellt);

HaCaT Humane Keratinozytenzelllinie;

HelLa Humane Zervixkarzinom-Zelllinie (DSMZ ACC 057);

LC5-HelLa Humane epitheloide Zervixkarzinomzelllinie aus einem Hel a-

Subklon entstanden (DSMZ ACC 057); Ursprungliche Bezeich-
nung L-132 (ATCC CCL-5),(Mellert et al. 1990);

MIAPaCa-2 Humane Pankreaskarzinomzelllinie

pA317 Amphotrophe murine Verpackungszelllinie (CRL-9078)

Mit pLXSN-HERV-H oder pLXSN-HERV-L-CordR infizierte Zellklone

Sieben der verwendeten Zellklone wurde freundlicherweise von Laura Leitner zur Verfligung ge-
stellt. Es handelt sich dabei um HelLa, HaCaT, MIAPaCa-2 und LC5-HelLa Zellen, die mit den
Vektoren pLXSN-HERV-H-MC16, pLXSN-HERV-H-MC16R, pLXSN-HERV-H-CL-1 oder pLXSN-
HERV-L-CordR infiziert worden waren (Schén et al. 2009). Ein Zellklon (LXSN-HERV-H-
MC16R/LC5-HelLa) wurde in einer friheren Untersuchung von mir selbst generiert.

Zellkulturmedium fir U-138MG, U-251MG, 85HG66, U-373MG, HaCaT, HeLa, LC5-HelLa,
MIAPaCa-2 und pA317

D-MEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium) mit Glutamax | (L-Analyl-L-Glutamin), Pyruvat
und 4,5 g/l Glucose (Gibco) unter Zugabe von 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin.

Zellkulturmedium fiir SK-N-SH
MEM (Minimal Essential Medium, Gibco) mit 2 mM L-Glutamin, 1,5 g/l Sodiumbikarbonat, nicht-
essentielle Aminosauren (0,1 mM) und Sodiumpyruvat (1 mM).
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Zellkulturmedium fiir SK-N-MC

Advanced MEM (Minimal Essential Medium, Gibco) mit 110 mg/I sodium pyruvat und nicht-essen-
tielle Aminosauren unter Zugabe von 2 mM L-Glutamine (Gibco), 10% FCS und 1%
Penicillin/Streptomycin.

Zellkulturmedium HNSC.100

D-MEM/F-12 GlutaMAX-I 1:1 (Gibco) unter Zugabe von 1% BSA (Sigma Nr. A9647), 1x N,-Sup-
plement und 5 mM Hepes-Puffer (Invitrogen). AuBerdem wurde 0,5% FCS, 1% Penicillin/Strep-
tomycin, 20 ng/ml FGF (geldst in PBS + 0,1% BSA+ 1 mM DTT), sowie 20 ng/ml EGF (geldst in
10 mM Essigsaure + 0,1% BSA) hinzugegeben und sterilfiltriert. Fir die Kultivierung von
HNSC.100 wurden Poly-Ornithin-beschichtete Zellkulturflaschen verwendet.

Grundmedium fiir ANBC

DMEM-F12 (Gibco), Zugabe von 1% Penicillin/Streptomycin und 2 mM L-Glutamin (Gibco); Ins-
gesamt wurden 190 ml Zellkulturmedium mit 10 ml FCS, 200 ul Insulin, 200 ul Progesteron und
200 pl Transferrin/Putrescine/Natrium-Selenit versetzt und anschlieBend steril filtriert. Dem Grund-
medium mussten alle drei Tage stets Wachstumsfaktoren (EF und LIF) zugegeben werden. Nach
Mediumwechsel wurde zusatzlich BPE (,Bovine Pituitary Extract”, Gibco) zugesetzt. Fur die Kul-
tivierung wurden spezielle Zellkulturflaschen verwendet. Hierfur wurden die Flaschen Gber Nacht
bei 37°C mit 250 pg/ml Poly-Ornithin-Lésung beschichtet, anschlieBend dreimal mit PBS gespult
und wieder 2 h bei 37°C mit 15 yg/ml Laminin-Lésung inkubiert. Nach einmaligem Waschen mit
PBS kénnen die Flaschen direkt verwendet werden oder mit Parafilm verschlossen bei 4°C ge-
lagert werden.

EF: 9,4 ml Grundmedium ohne FCS LIF: 9 ml Grundmedium mit FCS
200 ul FGF 1 ml LIF (Recombinant human LIF, Chemicon)
200 ul EGF
200 ul Heparin

Zellkulturmedium fiir Tera-1
McCoy’s 5A Medium (modified), (Gibco), Zugabe von 15% FCS und L-Glutamin (Gibco).

Einfriermedium fir eukaryotische Zellen
Entsprechendes Zellkulturmedium, Zugabe von 20% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und 10%
DMSO.

Selektionsmedium
Entsprechendes Zellkulturmedium,10% FCS, 1% Penicillin/Streptomycin und Zugabe von
8,8 pl/ml Geneticin (50 mg/ml, Gibco).



Material und Methoden 42

2.1.10 Postmortem Gehirnproben

Humane postmortem Gehirn-RNA-Proben wurden vom ,Stanley Medical Research Institut®,
Bethesda, MD, USA bezogen. Es handelt sich dabei um 105 Proben aus dem préafrontalen Cortex
(Brodmann’s Areal 46) aus drei gut abgeglichenen Patientengruppen. Jede Gruppe umfasst Pro-
ben von je 35 Personen mit Schizophrenie, Bipolaren Stérungen oder gesunden Kontrollpersonen
(Miller et al., 2004; Torrey et al., 2000). Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten cDNAs wurden
im Forschungslabor der Universitdtsmedizin Mannheim aus RNA generiert und in dieser Arbeit an-
hand der Medikation, die die Patienten in ihrem Krankheitsverlauf erhalten hatten, flir quantitative
RT-PCR Experimente ausgewahlt.

Aus der gleichen Sammlung (,Stanley Medical Research Institut‘) stammten die Proben
genomischer DNA eines Gesunden und eines Schizophreniepatienten, die fur die Methylierungs-
analysen verwendet wurden.

2.1.11 Makaken-Gehirnproben

RNA-Extrakte eingefrorener Gewebeproben des motorischen Kortex von 30 Rhesus-Affen (M.
mulatta) wurden von S. E. Hemby, Wake Forest University School of Medicine, Winston-Salem,
USA zur Verfigung gestellt. Wahrend jeweils 10 Affen mit Haloperidol (0,07 mg/kg; b.i.d.) bzw.
Clozapin (2,6 mg/kg; b.i.d.) behandelt worden waren, dienten 10 unbehandelte Affen als Kontrol-
len. Die cDNA wurden freundlicherweise von Marc Frohnnmeyer, Universitatsklinikum Mannheim
hergestellt.



2.1.12 Gerate

Name Hersteller

Agarosegelapparaturen Owl Separation Systems, Portsmouth, USA
Axiovert 25 Carl Zeiss, Jena

ChemiDoc Geldokumentationsanlage BioRad, Miinchen

Elektrophorese Power PAC300 BioRad, Miinchen

Eppendorf Mastercycler gradient Eppendorf, Hamburg

Eppendorf-Zentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg

BD Biosciences, Dtiren

FACScalibur Durchflusszytometrie Ausstattung: Anregungsfilter (488 nm, 15mW fir

E:Ijgr)eszenzdetektoren FL-1 (BP 530/30)
Feinwaage AC 100 Mettler, Waagenbau Werkstatten, Utting
GMS 418 Arrayer Affymetrix, Santa Clara, USA
GMS 418 Array-Scanner Affymetrix, Santa Clara, USA
Hera cell 150 CO, Inkubator Thermo Scientific

Heraeus Fresco 17 Kiihlzentrifuge Thermo Scientific

Herolab Clean Cab Arbeitsbench Herolab Laborgeréate, Wiesbach
Inkubator Memmert, Schwabach
LightCycler 480 System Roche, Mannheim
Schuittelinkubator Infors HAT, Bottmingen, Schweiz

Sigma 1-15 Mikrozentrifuge Sgnel G, Useiete

Spektrophotometer Smart Spec Plus BiaRad, Miinchen

Sterilbank Hera Safe Heraeus Instrument, Hanau

Tecan infinite m200 Tecan, Mannedorf, Schweiz

Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg

Ultraschall Homogenisator Bandelin Sonoplus, Berlin

UV-Tisch Bachofer Laboratoriumsgeréate, Reutlingen
Vortex Genie 2 Scientific Industries, New York, USA
Wasserbad Memmert, Schwabach

Wasser-Schilittelbad Kéttermann Labortechnik, Hannover




2.1.13 Software und Datenbanken

Name

Hersteller

Adobe Acrobat CS3

Adobe lllustrator CS3

Adobe Photoshop CS3
Alignment-Program

BLAST

Cell Quest Pro

Endnote X1

FlowdJo

Icontrol 5,0

ImaGene Version Software tool package
Light Cycler 480 Software
Medline

Microsoft Office 2007

Prism 4,0

QuarkXPress

RepeatMasker

Reverse Complement

Software Gel-Doc Quantity One

UCSC Genome Bioinformatics

Adobe systems, USA

Adobe systems, USA

Adobe systems, USA
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast

BD Biosciences, Diren

Thomson ISI ResearchSoft

Tree Star, USA

Tecan, Mannedorf, Schweiz

BioDiscovery Inc., Los Angeles, USA

Roche Diagnostics, Mannheim
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Pubmed

Microsoft Corp., USA

GraphPad, San Diego, USA

Quark Deutschland, Hamburg
http://www.repeatmasker.com
http://www.bioinformatics.org/sms/rev_comp.html
Version 2.4.1 Build 008 BioRad, Miinchen

http://www.genome.ucsc.edu
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturtechniken

2.2.1.1 Auftauen und Kultivierung adharenter humaner Zellen

Mit Ausnahme der Zellen ANBC und HNSC.100 (siehe folgendes Kapitel) wurden alle Ubrigen
Zellen (U-138MG, U-251MG, 85HG66, U-373MG, SK-N-SH, SK-N-MC, Tera-1, LC5-Hela,
MIAPaCa-2, HeLa, HaCaT und pA317) wie folgt kultiviert. Die in flussigem Stickstoff gelagerten
Zellen wurden im Wasserbad bei 37°C aufgetaut und in eine Zellkulturflasche (Nunc, 75 cm?) mit
10 ml entsprechendem Medium Uberfuhrt (vgl. 2.1.9). Fir einen optimalen pH-Wert wurden die
Flaschen einschlieBlich Medium vorher 15 min bei 5% CO,-Konzentration im Brutschrank gela-
gert. Das Medium wurde am nachsten Tag gewechselt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in In-
kubatoren mit wassergesattigter Atmosphéare mit 5% CO, bei 37°C. Bei einer Zelldichte von
80-90% wurden die Zellen passagiert. Hierfur wurde der Zellrasen zweimal mit PBS gewaschen,
um tote Zellen und Zellbestandteile zu entfernen und mit Trypsin-EDTA vom Untergrund gelést,
um anschlieBend durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren vereinzelt in Zellkulturmedium wieder
aufgenommen zu werden. Uberschiissiges Trypsin wurde durch Zugabe von Kulturmedium mit
10% fotalem Kalberserum (FCS) inaktiviert. Je nach Bedarf wurden die Zellen bis maximal 1:15
verdinnt. Alle Zellen wurden zu Beginn der Experimente auf Mycoplasmen (Look Out Myco-
plasma PCR Detection Kit, Sigma) getestet. Verwendete Zelllinien wurden entweder bei
»~American Type Culture Collection (ATCC) gekauft oder bei der Deutschen Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) authentifiziert. Alle Zellkulturarbeiten erfolgten stets
unter sterilen Bedingungen.

2.2.1.2 Kultivierung von humanen priméaren Gehirnzellen (ANBC)

Die zugig im Wasserbad bei 37°C aufgetauten ANBC Zellen wurden in 10 ml Grundmedium auf-
genommen und anschlieBend fiir 10 min bei 800 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
entfernt und das Zellpellet erneut in Grundmedium resuspendiert und unter Zugabe von EF (50
pl/ml Medium), LIF (10 pl/ml Medium) (vgl. 2.1.9) und BPE (6,3 pl/ml Medium) in Laminin-be-
schichtete Nunc-Flaschen (75 cm?) tberfuhrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Inkubatoren
mit wassergesattigter Atmosphéare und 5% CO: bei 37°C. Alle drei bis funf Tage wurden die Zellen
einmal mit PBS gewaschen und mit neuem Medium inklusive Wachstumsfaktoren EF, LIF (siehe
auch Grundmedium fir ANBC) und BPE (Gibco) versorgt. Zum Passagieren wurden die Zellen
vorsichtig mit PBS abgewaschen, mit 1 ml Accutase 7 min bei 37°C inkubiert und mit Kultumedium
resuspendiert. Nach zehnminitiger Zentrifugation bei 800 rpm wurde der Uberstand verworfen
und das Pellet in Grundmedium resuspendiert.

2.2.1.3 Kultivierung der humanen neuralen Stammzelllinie HNSC.100

Die Zelllinie HNSC.100 wurde unter standardisierten Bedingungen auf Poly-D-Lysin beschichteten
ZellkulturgefaBen der Firma BD Bioscience in Proliferationsmedium kultiviert. Zum Passagieren
wurde das Medium abgenommen, der Zellrasen zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend
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mit 0,5-3 ml Trypsin-EDTA far 10 min im Brutschrank inkubiert. Aufgrund des geringen Anteils
von 0,5% FCS im Kulturmedium wurden die HNSC.100 Zellen bei 1200 rpm 5 min zentrifugiert
und der Uberstand verworfen. Nach Aufnahme der Zellen mit Kulturmedium wurden die Zellen je
nach Bedarf maximal 1:10 verdinnt.

2.2.1.4 Aussaen von Zellen
Fir die meisten Experimente wird eine bestimmte Zelldichte am Versuchstag vorausgesetzt. Zu
diesem Zweck wurden am Vorabend die Zellen vom Untergrund gelést, mit Medium resuspendiert
und 10 pl Zellsuspension in eine Zahlkammer pipettiert. Drei der darin enthaltenen GroBquadrate
wurden unter dem Mikroskop ausgezahlt. Der errechnete Mittelwert multipliziert mit 10* gibt die
Anzahl der Zellen pro ml an.

2.2.1.5 Einfrieren von Zellen

Zum Einfrieren wurden alle Zellen einer T-75-Zellkulturflasche zweimal mit PBS gewaschen, mit
Trypsin-EDTA (Ausnahme ANBC: Accutase) vom Untergrund abgeldst und in frischem Medium
resupendiert. Die Zellen wurden in einem 15 ml Falcon GefaB bei 800-1000 rpm 10 min abzen-
trifugiert und der Uberstand abgenommen. Das Zellpellet wurde in 4 ml Einfriermedium resuspen-
diert, je 1 ml der geldsten Zellen (mind. 108 Zellen) in Nunc-Cryo-Rérchen tberfiihrt und diese in
,Bizell“-Einfrierbehalter bei -80°C gelagert. Am Folgetag wurde ein Teil der Réhrchen in flissigen
Stickstoff Gberfuhrt.

2.2.1.6 MTT Assay

Der MTT-Assay wurde erstmals von Mosmann 1983 beschrieben und ist ein photometrischer
Proliferations- und Zytotoxizitats-Assay (Mosmann et al. 1983). Der Nachweis der Zellvitalitat be-
ruht dabei auf der Reduktion des gelben, wasserléslichen Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT, Sigma) in ein blau-violettes, wasserunlosliches Formazan.
Insgesamt wurden 5 x 103-1 x 10° Zellen/well in 96-well Platten ausgesat und am Folgetag mit ab-
steigenden Konzentrationsreihen (mit 10 mM VPA, 10 uM 5-Azacytidin und je 10 uM Haloperidol,
Risperidon und Clozapin beginnend und in 1:2 Verdinnungen folgend) behandelt. Nach 24 h,
48 h bzw. 72 h wurde das Medium vorsichtig abgeschuttet und 10% MTT-Stammlésung (1:10
verdinnt mit Medium) ersetzt und far 4 h im Brutschrank inkubiert. Wahrenddessen erfolgte die
Reduktion zu lilafarbenen Formazan Kristallen, die wasserunldslich sind. AnschlieBend wurde
das MTT-haltige Medium entfernt und die Zellen mit 100 pl Lyselésung pro Well lysiert. Die Inten-
sitat des geldsten Formazans kann photospektrometrisch bei 570 nm Testwellenlange und 630
nm Referenzwellenlange gemessen werden. Die Reduktion findet nur in stoffwechselaktiven Zel-
len statt, daher ist der gemessene Wert proportional zur Vitalitat der Zellen und spiegelt die Zy-
totoxizitat der getesteten Medikamente wieder.

2.2.1.7 Behandlung der Zellen mit verschiedenen Medikamenten
Am Vorabend wurden je nach Zelltyp und Behandlungsdauer 0,5-5 x 10° Zellen in T-75 Flaschen
ausgesat und Gber Nacht inkubiert. Jede Behandlungsreihe eines Zelltyps beinhaltete eine unbe-
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handelte Flasche derselben Zellpassage und wurde spéter zur Normierung herangezogen. Um
herauszufinden, ob antipsychotische Medikamenten einen Einfluss auf die HERV Aktivitat haben,
wurden folgenden Konzentrationen verwendet: 1 und 5 mM Valproinséaure (VPA) und jeweils 0,1;
1, und 10 uM der Medikamente Haloperidol, Risperidon und Clozapin verwendet. Die Behand-
lungsdauer lag bei 24 h oder 72 h.

Fir den Reaktivierungsversuch des teilweise inaktivierten Zellklons LXSN-HERV-H-
MC16R/MIAPaCa-2 wurde neben 1 mM VPA und 5 yM Haloperidol, Risperidon und Clozapin zu-
satzlich eine Behandlung mit 1 M 5-Azacytidin als Einzeldosis oder in Kombination mit 1 mM VPA
fir eine Zeitraum von 24 h, 48 h oder 72 h gewahlt. Aufgrund der kurzen Halbwertszeit von 5-Aza-
cytidin wurde das Medium taglich neu verdiinnt. Nach erfolgter Inkubation wurde die Reportergen-
aktivitat der Zellen mittels FACS Analyse bestimmt.

2.2.1.8 Transfektion eukaryotischer Zellen mit gereinigter Plasmid-DNA.

Alle Transfektionsversuche wurden in 6-well Platten in Parallelansatzen durchgefihrt. Am Vortag
wurden 2,5 x 10° Zellen der murinen Verpackungszelllinie pA317 ausgesét. Die transiente Trans-
fektion erfolgte mittels Polyfect (Qiagen) nach Anleitung des Herstellers. Hierbei wird aufgrund von
Interaktionen eines Dendrimers mit negativ geladenen Phosphatgruppen die DNA komplexiert
und Uber Endozytose in die Zellen aufgenommen. Eingesetzt wurden 4 pg Plasmid DNA
(PLXSNEGFP) mit einer Inkubationszeit von 48 h.

2.2.1.9 Infektion von Zellen mit rekombinanten Viruspartikeln

Am Vorabend wurden 2,2 x 10° Zellen (LC5-HelLa, HaCaT, MIAPaCa-2 und HeLa) in 6-well Platten
ausgesat, die zu Versuchsbeginn nicht mehr als 70-80% konfluent sein sollten, da MLV-Vektoren
als typische Vertreter der y-Retroviren flr eine erfolgreiche Infektion Zellteilungen bendtigen. Die
Infektion der Zielzellen erfolgte 48 h nach der Transfektion der Verpackungszelllinie pA317. Hierflr
wurden die Virustberstdnde mit einer Spritze aufgezogen und einem Filter der PorengréBe
0,45 pym filtriert. Je 1 ml des Virusfiltrats wurde in 1,5 ml Eppendorf-ReaktionsgefaBe tberfuhrt und
mit 1 pl Polybren versetzt, um die Infektionsrate zu steigern. Nachdem bei den Empfangerzellen
das Medium entfernt worden war, wurde das Infektionsgemisch vorsichtig zugetrdpfelt. Nach 6 h
Inkubation bei 37°C wurde Kulturmedium zugegeben. Nach weiteren 3 h wurden die Zellen tryp-
siniert und je ein Viertel auf 10 cm Kulturschalen aufgeteilt. Zwei Tage nach der Infektion wurden
alle Ansatze uber einen Zeitraum von zwei Wochen mit Geneticin-haltigem Selektionsmedium
behandelt, da Geneticin alle eukaryotischen Zellen abtbtet, die nicht das Neomycin-Resistenzgen
(neoR) des Vektors exprimieren.

2.2.1.10 Isolierung von Zellklonen

Nach Entfernen des Selektionsmediums wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und dieses
wieder vollstéandig entfernt. Um die Kolonie wurde ein autoklavierter Metallring mit etwa 7 mm
Durchmesser gelegt und leicht mit einer Pipettenspitze festgedruckt. In den Ring wurden 20 pl
Trypsin-EDTA pipettiert und die gelésten Zellen anschlieBend in 200 pl Selektionsmedium resus-
pendiert. Die gesamte Kolonie wurde in ein Well einer 24-Well-Platte Uberflhrt und weiter stetig
kultiviert, bis eine ausreichende Zellmenge fur weiterfiUhrende Experimente zur Verfugung stand.
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2.2.1.11 FACS-Analyse (“Fluorescence activated cell sorting”)

Die FACS Analyse wurde verwendet, um eine groBe Zellzahl Gber einen Zeitraum von sechs Mo-
naten auf ihre Fluoreszenz zu untersuchen. Hierfir wurden sowohl infizierte als auch zur Kontrolle
nicht infizierte Zellen trypsiniert und in frisches Medium aufgenommen. Nach dreiminutiger Zen-
trifugation bei 1300 g wurde der Uberstand abgenommen, die Zellen in 500 yl PBS gelést und bis
zur Analyse auf Eis gestellt. Es wurden jeweils 5x10° Zellen gemaB den Angaben des Herstellers
durch eine Kapillare gesaugt und diese passierten im Sensormodul einzeln einen Laserstrahl
(Kanal FL-1, Grinfluoreszenz). Die Zellen streuten dabei Licht und emittierten Fluoreszenz. Das
Vorwartsstreulicht FSC ist ein MaB fur die ZellgréBe und das Seitwartsstreulicht SSC ein MaB far
die Granularitat. Anhand dieser Parameter der unbehandelten Kontrolle wurde die zu untersu-
chende Population festgelegt und ein Schwellenwert bestimmt, ab welcher Intensitat eine Grin-
floureszenz gewertet wurde. Zur Auswertung wurde die Software FlowJo von Tree Star verwendet.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Isolierung genomischer DNA aus humanen Zellen

Zur Gewinnung genomischer DNA aus humanen Zellen wurden diese geerntet, die Zellzahl beim
Passagieren bestimmt und maximal 5x106 Zellen pelletiert bis zur Isolierung auf Eis aufbewahrt.
Die Durchfiihrung erfolgte nach Anleitung des QlAamp DNA Mini Kits (Qiagen). Die DNA wurde
mit 200 yl Ampuwa Wasser eluiert und deren Konzentration bzw. Reinheit photometrisch be-
stimmt. Alle DNA Proben wurden anschlieBend bei -20°C aufbewahrt.

2.2.2.2 RNA Isolierung aus humanen Zellen

Die Gesamt-RNA aus kultivierten Zellen wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) gewonnen.
Nach der Zellernte wurden maximal 1x107 Zellen pelletiert, direkt auf Eis gestellt und zeitnah dem
Herstellerprotokoll entsprechend isoliert. Die gewonnene RNA wurde mit 30-50 ul RNAse freiem
Wasser eluiert und nach spektrophotometrischer Bestimmung der Konzentration bei -80°C
gelagert.

2.2.2.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Nach jeder DNA bzw. RNA Prgparation wurde die Konzentration und Reinheit der Nukleinsdure
bestimmt. Dazu wurde diese 1:100 mit Wasser verdiinnt und die optische Dichte (OD) im Spek-
trophotometer bestimmt. Die gemessene OD bei 260 nm wird bei DNA mit 5 und fir RNA mit Fak-
tor 4 multipliziert und gibt die Konzentration der Nukleinsdure in pg/ul an. Das Verhéaltnis
OD(260) nm/OD(280) nm spiegelt die Reinheit wieder und sollte idealerweise zwischen 1,8 und
2,0 liegen.

2.2.2.4 DNase Verdau und Kontroll-Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Um sicherzustellen, dass die gewonnene RNA nicht mit genomischer DNA verunreinigt ist, wurden
die Proben mit einer RNase-freien DNase nach Protokoll des RQ1 DNase Kits (Promega) be-
handelt. Hierfir wurden 2 yg RNA mit Ampuwa Wasser verdinnt (Endvolumen 7 ml) und je
1 U/ug DNase eingesetzt.
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DNase Verdau: 2 ug RNA
1 yul RQ1 DNase Puffer
2 pyl DNase
Nuklease-freies Wasser ad 10 pul

Nach 30-minutiger Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion mit der Zugabe von 1 yl RQ1DNase
Stop Solution und 10 minGtiger Inkubation bei 65°C gestoppt. AnschlieBend wurden 0,5 ul der ver-
dauten RNA verwendet, um deren Reinheit mittels PCR zu tberprifen. Hierflr wurden HERV-L
LTR spezifische Primer verwendet (vgl. 2.1.2.4), da diese eine groBe Anzahl der etwa 6000 HERV-
L LTRs im Genom amplifizieren sollten. Optional konnten auch bei der Detektion geringster Spu-
ren genomischer DNA MOP (,Mixed Oligonukleotid Primer“)-Primer verwendet werden (vgl.
2.1.2.1). Nach einer Auftrennung der PCR Produkte mittels Gelelektrophorese war in den meisten
Fallen nur in der Positivkontrolle mit genomischer DNA als Template eine Bande von 650 Basen
zu erkennen. War auch in einer RNA Probe ein Amplifikat aufgetreten, musste der DNase-Verdau
wiederholt werden. Grundsétzlich wurden nur DNA-freie RNA Proben in cDNA umgeschrieben.

Reaktionsansatz fir die Kontroll-PCR (GoTaq PCR System)

GoTaq Reaktions-Puffer (5x) 5,0 ul
dNTPs (10 mM) 1,0 pl
HERV-L LTR for (10 yM) 1,0 pl
HERV-L LTR rev (10 yM) 1,0 pl
GoTag—Polymerase (5 u/ul) 0,2 ul
Template RNA (DNase verdaut) 0,5 ul
Ampuwa Wasser ad 25 pl Gesamtvolumen

Das PCR Programm beinhaltete einen einmaligen zweiminutigen Denaturierungsschritt von 95°C,
gefolgt von 30 Zyklen bestehend aus 95°C fiir 30 s, der Primer entsprechenden ,,Annealing“ Tem-
peratur 30 s und einer einminutigen Elongation bei 72°C. Die Elongation wurde bei 72°C 5 min
vervollstandigt und der Reaktionsansatz bis zur weiteren Verwendung auf 4°C gekuhlt.

2.2.2.5 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Die reverse Transkription von RNA in cDNA erfolgte mit dem SuperScript ™ Il First Strand
Synthesis System (Invitrogen) nach Anleitung des Herstellers in zwei Schritten. Zuerst wurden
stets 7 ul DNAse verdaute RNA mit 2 yl Random Hexamers und 1 pyl dNTPs (10 mM) angesetzt,
5 min bei 65°C und anschlieBend 1 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein zweiter Reaktionsansatz,
unter Zugabe von 2 pl RT Puffer (10x), 4 ul MgCl, (25 mM), 2 yul DTT (0,1) und 1 pyl RNase Out
(40 U/ul). Nach erfolgter cDNA Synthese in einem finalen Endvolumen von 20 pl erfolgte zuletzt
der Abbau des RNA Anteils in einer RNA-cDNA Hybride durch 0,5 yl RNase H (5 U/ul). Die ge-
wonnene einzelstrangige cDNA kann fur weiterfuhrende Experimente genutzt werden.



2.2.2.6 Retrovirus-spezifischer Microarray

Die Retrovirus-spezifische Microarray Analyse wurde wie bei Seifarth et al. (Seifarth et al. 2003;
Seifarth et al. 2005) beschrieben durchgefiihrt. Alle folgenden Schritte wurden in abgedunkelten
Raumen, am besten unter Verwendung lichtgeschutzter Eppendorf-Reaktionsgefa3e, vollzogen.
Dieser Microarray basiert im ersten Schritt auf einer Multiplex-PCR mit Fluorochrom-modifizierten
Primern (Cy3), die hochkonservierte Bereiche im pol-Gen einer jeden HERV-Gruppe erkennen
und im zweiten Schritt aus einer DNA Chip Hybridisierung mit Retrovirus-spezifischen Oligonu-
kleotiden auf Glasobjekttragern (Abb. 8). Die verschiedenen mit dem Microarray detektierten Re-
trovirus-Gruppen und Gene, ihre Sequenz-Quellen und Lokalisierung auf dem Microarray sind
dem Abschnitt 2.1.2.2 Tab. 2 zu entnehmen. Die kompletten Sequenzen sind im Anhang (Tab. 10)
aufgeflihrt.

Behandlung mit Medikament DNase Verdau und

Kontroll-PCR
Valproinsaure (VPA) I

cDNA-Synthese \
RNA Isolierung

Multiplex-PCR

MOP Primer (+HKG)
Cy3 markiert

Clozapin

Scannen und Auswerten \ ?

Vergleich der
Hybridisierungs-
muster behandelter —
und unbehandelter
Zellen Hybridisierung
und Waschen

qRT-PCR

Abb. 8: Schematischer Uberblick iiber den Ablauf der medikamentésen Behandlung, Isolierung der
RNA, gefolgt von cDNAs Synthese und Retrovirus-spezifischem Microarray.

Lokalisation der Oligonukleotide

Alle Cy3-modifizierten Oligonukleotide wurden aufgrund von Stabilitdtsproblemen in 10 mM PO,
Puffer gelagert. 5"-aminomodifizierte Oligonukleotide wurden in 3xSSC auf eine Konzentration
von 100 yM eingestellt. Die Retrovirus-spezifischen Oligonukleotide, auch ,Capture Probes*
genannt, wurden als 45-Oligomer-Paare hergestellt (Metabion, Martinsried). Ihre Sequenzen
(90 Basen) leiten sich von dem Sequenzbereich zwischen zwei hoch konservierten Motiven des
pol-Gens (VLPQG und YM/VDD) ab. Anhand der groBen Variabilitat (50-85%) dieser Sequenzen
kann zwischen verschiedenen Retrovirusgruppen und -subgruppen diskriminiert werden
(Abb. 9B). Somit ist eine spezifische Detektion unterschiedlicher HERV-Transkripte gewahrleistet.
Die 5’-Enden sind zusétzlich NH,-(C6)-modifiziert, um eine kovalente Bindung an die Aldehyd-ak-
tivierte Oberflache der Objekttrager zu gewahrleisten (Seifarth et al. 2003).
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Konservierte Sequenzbereiche im retroviralen Genom

Homologie <<< RT —EN — NC — RNase H — CA — PR —TM — MA — SU >>> Divergenz

RT

BORY [ gag [ prt | pol [ env  [NERE

VLPQG YM/VDD Hoch konservierte Motive
- >90% 50-85% Identitat >90%
O I MOP Primer A
c ~ ,Capture Probes“ B
$ (zwei 45-mere)
qRT-PCR Primer C
Forward Primer Reverser Primer

Abb. 9: Lokalisation der fiir die MOP PCR verwendeten Primer (A, in Griin) sowie der auf den Ob-
jekttrdger gedruckten 90 Basen langen ,,Capture Probes” (B, in Blau; Roter Kreis: C6 ,Spacer®).
Unter allen retroviralen Genen ist das im pol Abschnitt kodierte RT Gen die am besten konservierte Region
aller Retroviren. Die MOP Primer liegen in den beiden Aminosauremotifen VLPQG und YM/VDD, wobei der
sreverse“ Primer mit Cy3 (A, gelber Kreis) markiert ist. FUr die Bestatigung der Microarrayergebnisse mittels
gRT-PCR (vgl. 2.1.2.5) wurde in der Regel ein Primer aus dem Bereich der ,Capture Probes” (C, in Gelb)
verwendet und mit einem etwa 150 Basen entfernten Primer ,up- oder downstream® kombiniert [Verandert
nach (Seifarth et al. 2009)].

Spotten der ,,Capture Probes*

Zur Herstellung der Microarrays wurden silylierte CSS-100 Objekttrager (Silane mit Aldehyd-
gruppen) verwendet. Mit dem GMS 417 Arrayer wurden die Oligonukleotide mit drei ,,Hits pro Dot*
nach dem in Abb. 10 gezeigten Muster auf den Objekttrager gespottet. Hierflr wurden die zuvor
gelésten Oligonukleotide (je 34 ul) zusammen mit 12 pl 20x SSC in eine 384-Well Platte pipettiert.
Aufgetragene ,Capture-Probes” bilden durch Interaktion von primaren Aminogruppen mit der
Objekttrager-Oberflache kovalente Bindungen aus und werden somit fixiert. Jeder Array wurde als
Triplikat auf Objekttrager gespottet. Nach dem Spotten wurden die Objekttrager fir 2-4 h bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert und anschlieBend mindestens 14 h im Dunk-
len getrocknet.
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Abb. 10: Anordnung der Retrovirus- und Gen-spezifischen Oligonukleotide auf einem Microarray.
Die Kombination aus Buchstabe und Zahl beschreibt die genaue Position jeder HERV-Gruppe. Jeder Array
wurde als Triplikat auf Objekttrager gespottet. Die Lokalisationspunkte (Farbstoffmarker) sind gelb gekenn-
zeichnet und erleichtern die Orientierung beim Scannen der Hybridisierungsmuster [Verandert nach
(Seifarth et al. 2009)].

Nachbehandeln der Microarrays

Zuerst wurden die ,Slides“ mit 0,2% SDS 2 min und dann zweimal je 1 min in MilliQ Wasser unter
heftigem Schutteln gewaschen. Um Uberschissige Bindungsstellen auf dem aldehydaktivierten
Objekttrager zu inaktivieren, wurden die Objekttrager genau 5 min in frisch angesetzter NaBH,~
Lésung reduziert und leicht geklopft, um das Festsetzen von Luftblasen zu verhindern. Anschlie-
Bend folgten 3 weitere Waschschritte mit 0,2% SDS (1 min) und MilliQ Wasser (zweimal 2 min).
Das Trockenzentrifugieren erfolgte in 50 ml FalcongefaBen 2 min bei 1200 rpm. Die nachbehan-
delten ,Slides“ kdnnen bei RT in dunklen und trockenen Rdumen circa 5 Monate gelagert werden.

Vorhybridisierung

Vor jedem Experiment wurde eine entsprechende Anzahl nachbehandelter Objekttrager 3 h bei
50°C in proteinhaltiger Blockierungslésung inkubiert (Vorhybridisierung, vgl. 2.1.5). Die Zugabe
von Protein (BSA) dient dem Blockieren unspezifischer Bindungen und tragt somit zur Verminde-
rung der Hintergrundfluoreszenz bei. AbschlieBend wurden die Objekttrager finfmal je 10 min in
MilliQ Wasser schuttelnd gewaschen und 1 min bei 1200 rpm trocken zentrifugiert.

Qualitatskontrolle mit antisense Kontrolloligonukleotiden

Zur standardisierten Uberpriifung der HERV-Chip-Qualitat wurde der jeweils erste und letzte Ob-
jekttrager einer Serie verwendet. Die Probehybridisierung erfolgte mit funf antisense Kontroll-Oli-
gonukleotiden (MMTV, HML-5, HERV-W, HML-1, 2HOM; 50 pmol/ul) vgl 2.1.2.3), die eine 5°Cy3
Modifikation aufweisen und komplementar zu den entsprechenden ,Capture Probes” auf dem
Objekttrager sind. Pro Ansatz wurden je 0,5 ul der Kontroll-Oligonukleotide verwendet, 23 pl Hy-
bridisierungslésung zugegeben und der Ansatz bei 95°C 5 min denaturiert. AnschlieBend wurden
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die Kontroll-Oligonukleotide sofort auf die vorhybridisierten Objekttrager appliziert. Die Hybridisie-
rung erfolgte wie unten beschrieben. Nur Chips aus Serien mit runden, gleichmaBigen ,Dots“ und
gleichmaBigem, dunklen Hintergrund wurden fur die spateren cDNA-Hybridisierungen verwendet.

cDNA Amplifikation und Markierung von PCR-Produkten (Multiplex-PCR)

Die Multiplex-PCR beinhaltet eine cDNA-Amplifikation mit Markierung der PCR-Produkte durch
eine mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Oligonukleotidprimer-Mischung. Diese Markierung er-
folgt am 5°-Ende des “reversen“ Primers durch das Fluorochrom Cy3 und ermdglicht spater die
Visualisierung eines hybridisierten PCR-Produkts. Es wurden drei Primer-Gemische verwendet:
Mixed-Oligonukleotid-Primer | (MOP-ABD-Mischung), Mixed-Oligonukleotid-Primer 1l (MOP-CHA-
Mischung) und zur Kontrolle fir die RNA-Qualitat bzw. aus Griinden der Reproduzierbarkeit die
,=House-Keeping“-Gen-Mischung HKG (vgl.: 2.1.2.1). Beide MOP-Mischungen stellen Gemische
aus hochdegenerierten Primern dar und liegen im pol-Bereich in hochkonservierten Sequenzab-
schnitten (VLPQG und YM/VDD) (Seifarth et al. 2000) (Abb. 9A). Das 90 Basenpaar-lange Zwi-
schenstiick entspricht den sogenannten ,Capture Probes”. Durch die Degeneration der Primer
kdnnen HERV-Gruppen mit einer Abweichung bis zu 20% erkannt werden. Wahrend die MOP-
ABD-Mischung 16 verschiedene Primerpaare enthalt und vor allem humane B-retrovirale RT-Se-
quenzen amplifiziert, enthélt die MOP-CHA-Mischung 12 Primerpaare und ermdglicht eine
Vervielfaltigung von y-Retroviren, sowie ggf. von Spumaviren und diversen humanen exogenen
Retroviren (Seifarth et al. 2003).

Der PCR Ansatz fur jede Primermischung wurde separat ausgefuhrt, um eine optimale Amplifika-
tion zu ermdglichen (Seifarth et al. 2000). Als optimales PCR System fur die Amplifikation von Ge-
hirnzellmaterial stellte sich der KAPA2G Robust PCR Kit (peglab) heraus, deshalb wurden die
MOP-PCR Ansatze strikt nach der darin beschriebenen Anleitung auf Eis durchgefihrt.

Im Folgenden ist ein typischer MOP-PCR-Ansatz (KAPA2G Robust PCR Kit) aufgelistet

5x KAPA 2G Puffer A 10 pl
MgCl, 2ul
dNTPs (10 mM) 1 ul
Primer ABD oder CHA 2ul
Primer HKG 1 pl
5x Enhancer 1 10 pl
25x Enhancer 2 2 ul
Template cDNA 2 ul
KAPA2G DNA-Polymerase 0,2 ul

MilliQ Wasser ad 50 ul Gesamtvolumen
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Es wurde folgendes PCR-Programm verwendet

Temperatur Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 1,0 min 1x
Denaturierung 94 °C 0,5 min
Bindung der Primer (Annealing) 45 °C 3,0 min 3 X
Elongation 72 °C 2,0 min
Denaturierung 94 °C 0,5 min
Bindung der Primer (Annealing) 50 °C 2,0 min 30 x
Elongation 72 °C 2,0 min
Vervollstandigung der Elongation 72 °C 7,0 min

4°C 00

Nach Beendigung der PCR wurden stets 5 pl eines jeden Ansatzes auf erfolgreiche Amplifikation
des gewunschten DNA-Fragments durch eine Gelelektrophorese (vgl. 2.2.2.9) Gberpruft. HERV-
Amplifikate ergaben ein Produkt der Lange 125 -150 bp, wahrend HKG-Amplifikate ein Produkt
von 250 bp Lange aufwiesen.

Hybridisierung von Microarrays mit Deckglas-Methode

Auf die gespotteten Flachen der vorhybridisierten Objekttrager wurden Deckglaser, die an zwei
gegenulberliegenden Seiten mit Leisten versehen waren, aufgelegt und mit Fixogum fixiert. Die
Cy3-markierten Produkte beider MOP-PCR Anséatze der gleichen Ausgangsprobe wurden verei-
nigt und unter Zugabe von 9 ul 3M Na-Acetat (pH 5,2) und 287 ul 4° kaltem EtOH bei -80°C flr
30 min geféllt. Nach 25-miniitiger Zentrifugation bei 4°C und 13000 rpm wurde der Uberstand
grundlich entfernt und das Pellet bei 37°C getrocknet. Zuletzt wurde das Pellet in 23 pl frisch an-
gesetzter Hybridisierungslésung resuspendiert und 5 min bei RT leicht geschuttelt. Nach 5 minu-
tiger Denaturierung bei 95°C und kurzer Abzentrifugation wurde die Probe sofort unter die
Deckglaskammer appliziert und durch Kapillarkréfte verteilt. Um ein Austrocknen zu verhindern,
wurden die restlichen zwei Seiten verklebt, mit Parafilm umwickelt und in eine Hybridisierungs-
kammer mit feuchtem Whatman-Papier gelegt. Die Hybridisierung erfolgte ausnahmslos tber
Nacht bei 42°C in einem Wasserschuttelbad (Abb. 11).

Waschen und Trocknen der hybridisierten Microarray Chips

Zum Waschen der hybridisierten Objekttrager wurden drei Waschlésungen mit zunehmender
Stringenz unter heftigem Schutteln verwendet (vgl. 2.1.5). Zuerst wurde das Deckglas mit einem
Skalpell vorsichtig in 42°C warmer Waschlésung 1 entfernt und anschlieBend 2 mal je 2 min in
mit Waschlésung 1 gefllliten 50 ml Falconréhrchen per Hand geschdttelt. Die gleiche Prozedur
wurde je 2 mal 2 min mit Waschlésung 2 und 3 wiederholt. Nach zweimaligem Tauchen in MilliQ
Wasser wurden die Objekttrager bei 1200 rpm 2 min in 50 ml Rdhrchen trocken zentrifugiert.
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Abb. 11: Schematischer Uberblick iiber die Hybridisierung markierter PCR Produkte auf einem zuvor

gespotteten HERV Spezifischen Objekttrager [Verandert nach Seifarth (unveréffentlicht)].

Scannen und Auswerten

Alle Chips wurden mit dem Affymetrix GMS 418 Array Scanner eingelesen (Laserpower 100%,
Gain 50-60) und die registrierte Lichtemission mittels ImaGene Software in ein Falschfarbenbild
umgewandelt. Dies ermoglicht eine qualitative und semi-quantitative Auswertung der hybridisier-
ten Microarrays mittels Adobe Photoshop CS3 und Adobe lllustrator CS3.

2.2.2.7 Quantitative Reverse Transkriptase-PCR

Um die Mengen an DNA oder RNA in einer Ausgangsprobe quantitativ zu erfassen, bedient man
sich der Methode der quantitativen Reversen Transkriptase-PCR (qRT-PCR) unter Verwendung
des Cyaninfluoreszenzfarbstoffs SYBR Green I. Aufgrund seiner hohen Spezifitat fir doppelstran-
gige DNA kann der Amplifikationsverlauf eines Templates Uber die Zeit durch Messung der Fluo-
reszenz verfolgt werden. Die gemessen Fluoreszenzintensitaten verhalten sich proportional zu der
entstehenden Menge an Amplifikat und damit auch zur Menge an Ausgangsmaterial. Der berech-
nete Cp-Wert (,crossing point”) gibt den Zyklus an, an dem ein festgelegter Schwellenwert an
Produkt erreicht wird. Allgemein gilt, je héher der Cp-Wert, desto weniger Template war im Aus-
gangsmaterial.

Alle Experimente wurden nach dem Roche Standardprotokoll des LightCycler System 480 | unter
Verwendung von LC480 DNA Master SYBR Green | (Roche Diagnostik) durchgefiihrt. Zur Quan-
tifizierung der einzelnen HERV-Gruppen wurden in der Regel Primer in der po/(RT)-Sequenz ver-
wendet. Jeweils ein Primer lag in der gleichen Region wie die ,Capture Probes®, die im
Retrovirus-spezifischen Microarray verwendet wurden, wahrend der zweite Primer in einer Region
100-150 bp ,.up- oder downstream* davon entfernt lokalisiert war (Seifarth et al. 2003; Vincendeau,
unverdffentlicht). Eine Ausnahme stellte die Quantifizierung der HERV Gruppe HERV-K(HML-2)
dar. Aufgrund der Ahnlichkeit im pol-Bereich von HERV-K(HML-2) und HERV-K(HML-3) wurden



spezifische Primer aus dem gag-Bereich verwendet, da alle getesteten Primer aus dem pol-Be-
reich keine ausreichende Diskriminierung ermdglichten.

Durch die Analyse der Schmelzkurve und das Auftragen der Proben auf ein Agarosegel konnte
die spezifische Amplifikation nur eines Produktes nachgewiesen werden. Zur Standardisierung
wurde das ,,House-Keeping“ Gen RNA Polymerase Il (RPIl) gewahlt (Radonic et al. 2004). Der er-
rechnete Cp-Wert des ,House-Keeping“ Gens wurde spater zur Standardisierung der Cp-Werte
der einzelnen HERV Proben herangezogen (ACp). Pro Ansatz wurden 19 ul des folgenden Ma-
stermixes in 96-well Platten vorgelegt und 1 pl der revers transkribierten RNA (cDNA) oder ge-
nomische DNA zugesetzt. Jedes Experiment wurde in Triplikaten aus zwei unabhangigen
Praparationen durchgefihrt (insgesamt sechs Experimente).

Light Cycler Ansatz und Amplifikationsprogramm

1 pl 5"-Primer (10 yM)
1 pl 3"-Primer (10 yM)
10 pl Roche Master Mix
7 ul Roche Light Cycler Wasser
1 pl Template
Temperatur Zeit "Ramp Rate" Anzahl Aquisitions-
[°C] [°C/s] der Zyklen modus
g‘;ﬁ:’t‘:’rierung 95 10 Min 4.4 1x keiner
Denaturierung 95 10 sec 4,4 keiner
Annealing 60 5 sec 2,2 50x keiner
Elongation 72 10 sec 4,4 single
95 1 sec 4,4 keiner
Schmelzkurve 65 15 sec 2,2 1x keiner
95 0,11 kontinuierlich
Kiihlung 40 30 sec 2,2 on keiner

Bei der verwendeten Methode der relativen Quantifizierung handelte es sich um die Berechnung
der x-fach héheren relativen HERV-Expression in behandelten Zellen im Vergleich zur relativen
HERV-Expression einer unbehandelten Probe, jeweils bezogen auf die Expression eines internen
Standards. Als interner Standard diente dabei die Transkriptmenge der RNA-Polymerase Il (RPII).
Es wurde stets von einer Primereffizienz von 2 ausgegangen. Die Berechnung erfolgt nach der
Formel 2(-AACP) = o-[(TB-RB)-(TU-RU)] — oRBy oTU/oTB oRU — oTU.TB/5RURB nach Livak und
Schmittgen (Livak et al. 2001) (TB: target behandelt, RB: Referenz behandelt, TU: target unbe-
handelt, RU: Referenz unbehandelt). Der AACp Wert errechnet sich einerseits aus der Differenz
des Targets (HERV) von unbehandelt und behandelt, sowie aus der Differenz der Referenz (RPII)
von unbehandelt und behandelt. Bei der quantitativen RT-PCR von postmortem Proben sowie



zum Nachweis des integrierten HERV-MLV Hybridvektors in MIAPaCa-2 Zellen wurden die Cp-
Werte von Target (HERV) und Referenz (RPII) herangezogen und nach Pfaffl et al. wie folgt be-
rechnet: 2"2Cp = 2-[CP(RPI)-Cp(target)] = Ratio (Pfaffl 2001). Die statistische Berechnung bzgl. der
Signifikanz erfolgte mittels Student's t-Test unter Verwendung des Signifikanzniveaus von 95%
far signifikant und 99% fir hochsignifikant.

2.2.2.8 Bisulfit Sequenzierung

Um den Methylierungsstatus einzelner HERV-Loci zu analysieren, wurden 0,5-1,0 yg genomische
DNA far das Verfahren der Bisulfit Sequenzierung verwendet. Die Bisulfit-Konvertierung ein-
schlieBlich Aufreinigung erfolgte mit dem MethylDetector Kit (Active Motif) oder dem Conversion
Reagent EZ DNA Methylation Gold Kit (Zymo) mit einer Ausnahme exakt nach Herstellerangaben.
Abweichend vom Protokoll des EZ DNA Methylation-Gold Kit wurde bei der Herstellung des CT
Conversion Reagent die Inkubationszeit mit heftigem Schutteln von 10 auf mindestens 15 Minuten
erhdht. Zur Kontrolle der erfolgreichen Konvertierung wurde stets der im MethylDetector Kit be-
schriebene optionale Schritt einer ,nested PCR“ mit p16 Primern (im Kit enthalten), die nur einen
konvertierten DNA Abschnitt amplifizieren kdnnen, durchgefuhrt. Die Detektierung eines PCR
Produkts mit einer Lange von 190 Basen mittels Gelelektrophorese zeigte eine gelungene Kon-
vertierung an. Diese wurde nach erfolgreicher Optimierung Locus-spezifischer Primer (Tab vgl.
2.1.2.7) zur Amplifikation einzelner HERV Loci herangezogen, um deren Methylierungsgrad zu un-
tersuchen. Hierfur wurde in zwei aufeinanderfolgenden PCR Ansatzen der Expand High Fidelity
Kit (Roche) verwendet, da dieser eine Enzymmixtur enthalt, die sowohl eine ,Proof Reading” Ei-
genschaft aufweist als auch eine TA-Klonierung ermdglicht. Als Standardprotokoll wurden fol-
gende ,Nested-PCR" Ansatze zur Amplifikation einzelner Loci verwendet. Die Locus spezifische
Primerkombination, sowie die optimale ,,Annealing“-Temperatur ist in Tab. 3 aufgefihrt.

Nested PCR 1 c3_B c5_A c7_A ci1_A ci2_A c22_A c6_A
"forward" Primer Bl c5_A c7_A cl1_A cl2_A c22_A c6_A
"reverse" Primer RP2 RP2 RP1 RP2 RP2 RP2 RP1

Temperatur [°C] 56,3 59,0 59,0 56,3 56,3 61,2 59,0
Nested PCR 2 c3_B c5_A c7_A ci1_A cl2_A c22_A c6_A
"forward" Primer BI c5_A c7_A c11_A c12_A c22_A c6_A
"reverse" Primer RP2 RP2 RP2 RP2 RP2 RP2 RP2
Temperatur [°C] 56,3 59,0 59,0 56,3 56,3 61,2 59,0

Tab. 3: Locus spezifische Primerkombinationen und optimierte ,,Annealing‘“-Temperatur.
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Nested PCR 1 Mater Mix 1: Master Mix 2:

MilliQ Wasser 18 ul 19,65yl  MilliQ Wasser
dNTPs (10 mM) 1 ul 5ul Puffer mit MgClo
Primer 1 1 ul 0,35yl Polymerase
Primer 2 1 pl

Template (konvertierte DNA) 4 ul

Nested PCR 2 Mater Mix 1: Master Mix 2:

MilliQ Wasser 20 ul 19,65 ul MilliQ Wasser
dNTPs (10 mM) 1 ul 5 ul Puffer mit MgClo
Primer 1 1 ul 0,35 ul  Polymerase
Primer 2 1 ul

Template (Produkt aus PCR 1) 2 ul

PCR Programm fiur Methylierungsanalysen

95°C 5 Minuten Denaturierung der DNA-Matrize
94°C 30 Sekunden Denaturierung
60°C 45 Sekunden Gradient G=4°C; R=0,3°/s 25 und 33 Zyklen
72°C 45 Sekunden Elongation
72°C 10 Minuten Vervollstadndigung der Elongation
4°C unbegrenzt Kihlung

2.2.2.9 Agarosegelelektrophorese

Mit der Agarosegelelektrophorese kénnen DNA-Fragmente aufgrund ihrer negativen Ladung in
einem elektrischen Feld der Gr6Be nach aufgetrennt werden (Sambrook et al. 1989). Abhangig
von der zu erwartenden FragmentgréBe wurden unterschiedliche Agarosekonzentrationen ver-
wendet. Bei einer FragmentgréBe von 125-150 bp (z.B. MOP-PCR Produkte) wurde ein 2%iges
Agarosegel gewahlt. Um die DNA-Banden im Gel spéater unter UV-Licht sichtbar zu machen, wur-
den 7 pl Ethidiumbromid (EtBr)/100 ml Gel hinzupipettiert. Ethidiumbromid lagert sich in die DNA
ein und wird bei Bestrahlung mit UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt. Vor dem Auftragen der Pro-
ben wurde 1/6 Volumen an Auftragspuffer zugesetzt. Die Gele wurden in 1x TAE-Laufpuffer gelegt
und die Elektrophoresekammer an ein Netzgerat mit 70-100 Volt angeschlossen. Die Fragment-
gréBe [kb] bzw. die DNA-Menge [ng] wurden anhand eines Langenstandards (2 log Standard)
ermittelt. Das Bandenmuster konnte in der ChemiDoc Geldokumentationsanlage mit UV-Licht
sichtbar gemacht und dokumentiert werden.

2.2.2.10 DNA Isolierung aus Agarosegelen

Wurde das gewtinschte PCR Produkt fur eine weitere Klonierung benétigt, musste das DNA Frag-
ment nach erfolgter gelelektrophoretischer Auftrennung aus dem Agarosegel (1,5-2%) aufgereinigt
werden. Hierfur wurde den Herstellerangaben entsprechend der Nucleo Spin Extract Il Kit verwen-
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det und die entsprechenden DNA-Banden so kurz wie mdglich dem schadlichen UV-Licht ausge-
setzt. Die aufgereinigte DNA wurde in 30 yl Ampuwa Wasser gelost.

2.2.2.11 Klonierung von PCR-Fragmenten in den pGEMT-Vektor

Die zu sequenzierenden PCR-Fragmente wurden unter Verwendung des pGEM-T Easy Vector
Systems (Promega) kloniert. Der linearisierte Vektor besitzt einen einzelnen 3’-terminalen Thy-
midinuberhang an beiden Seiten und verbessert somit wesentlich die Effizienz der Ligation mit
dem PCR-Fragment, das einen 5" -komplementaren Adeniniiberhang aufweist. Dies wird durch die
Terminaltransferase-Aktivitat der in der PCR verwendeten Tag-Polymerase ermdglicht. Der Liga-
tionsansatz wurde Uber Nacht bei 4°C inkubiert, um eine maximale Anzahl von transformierten
Zellen zu erhalten.

2x Rapid Ligation Puffer 5ul

pGEMT-T Vector (50 ng) 1 ul

PCR Produkt (je nach DNA Menge) 1-3 ul

T4 DNA Ligase (3 U/ul) 1 pl

Ampuwa Wasser ad 10 yl Gesamtvolumen

2.2.2.12 Transformation von E.coli-Bakterien mit Plasmid-DNA

Zur Amplifikation von zirkularer Plasmid-DNA muss nach der Ligation eine Transformation in Bak-
terien erfolgen. Dafiir wurde die chemische Transformation in ,JM109 Competent Cells” (Strata-
gene) oder ,E. coli Competent Cells“ (Promega) gemal Herstellerprotokoll unter Zugabe von
B-Mercaptoethanol (1,42 M) durchgefuhrt. Zugegeben wurde 3 pl Ligationsansatz, gefolgt von
einem Hitzeschock bei 42°C fir 45 s mit sofortiger Abkuhlung auf Eis und anschlieBender Kulti-
vierung der Bakterien mit 400 Il SOC-Medium. Zuletzt wurden 100 ul Plasmid-Bakteriensuspen-
sion auf LB-Amp-Platten ausplattiert. Zuséatzlich zu dem entsprechenden Resistenz-
Antibiotikum (100 pg/ml Ampicillin) wurde IPTG (isopropyl-1-thio-B-D-galactopyranosid; 20 mM)
und X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-inodlyl-B-D-galactopyranosid; 80 pg/ml) fur die Blau-Weil3 Selek-
tion auf die LB-Agarplatten gegeben. Die Inkubation erfolgte tber Nacht bei 37°C im Brutschrank.
WeiBe Kolonien wurden am Folgetag mittels “Colony-PCR-Screening“ (Gotaq Polymerase, Pro-
mega) auf korrekte ,Insert“-GroBe Uberprift. Plasmid-tragende Einzelkolonien wurden in 3,5 ml
LB-Medium mit Antibiotikum angeimpft und Gber Nacht in einem 37°C Schuttler (250 rpm) inku-
biert. Am néchsten Tag wurden die Ubernachtkulturen fiir eine Miniplasmidpréparation verwendet
und die ,Plasmidinserts® durch Restriktionverdau tberprift.

Ansatz einer ,,Colony-PCR* zum Uberpriifen erfolgreicher Insertion

GoTaq Polymerase Reaction Buffer (5x) 5 ul

dNTPs (10 mM) 0,5 pl

Primer 1 1 pl

Primer 2 1 pl

GoTaqg Polymerase (5 U/ul) 0,2 ul

Template Abstrich einer Einzelkolonie

Ampuwa Wasser ad 25 pl Gesamtvolumen
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2.2.2.13 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen

Die Plasmidminipréparation wurde durchgefuhrt, um den Klonierungserfolg zu tUberprifen. Es
wurden je 2 ml Bakterienkultur nach schittelnder Inkubation Gber Nacht verwendet, um Plasmid-
DNA mit dem Nucleo Spin Plasmid Kit (Macherey Nagel) nach Herstellerangaben zu isolieren. Die
gereinigte Plasmid-DNA wurde mit 40 yl Ampuwa Wasser eluiert.

2.2.2.14 DNA-Restriktionsverdau

Um die richtige GréBe des pGEMT Vektors und dessen Insert zu bestimmen, wurde 0,5-1,0 g
Plasmid-DNA mit den Restriktionsenzymen Sac | und Sac |l (3 U) den Herstellerangaben (NEW
England Biolab) folgend geschnitten. Die Inkubationszeit betrug jeweils 1 Stunde bei 37°C.
AnschlieBend wurden die entstandenen FragmentgréBen mit Hilfe der Gelelektrophorese tber-
praft. Plasmide mit korrekter InsertgréBe wurden zum Sequenzieren geschickt.

2.2.2.15 Sequenzierungen

Das Grundprinzip der Sequenzanalyse ist die Kettenabbruchmethode nach Sanger et al. (Sanger
etal. 1977). Die Sequenzierungsreaktionen wurden von Seq-IT GmbH & Co. KG (Kaiserslautern)
ausgefuhrt.

2.2.2.16 Chromatin-Immunpréazipitation (ChIP)

Die ChIP Methode stellt ein Verfahren dar, die Bindung von Proteinen (Histonen) an DNA nach-
zuweisen. Die DNA gebundenen Proteine werden durch eine Formaldehydfixierung mit der DNA
kreuzvernetzt, die DNA durch Sonifizieren fragmentiert und anschlieBend mit Antikdrpern, die
spezifisch mit den DNA-bindenden Proteinen reagieren, prazipitiert. Nachdem die Kreuzvernet-
zung aufgehoben und eine Proteinase-K Behandlung zur Entfernung der Proteine und Aufreini-
gung der DNA erfolgt ist, kdnnen spezifische DNA Sequenzen durch eine gRT-PCR nachgewiesen
werden, sofern sie urspriinglich an das prazipitierte Protein gebunden waren.

Um den Chromatin-Status verschiedener HERV-K(HML-2) Loci nach 24 stiindiger Behandlung mit
VPA im Vergleich zu unbehandelten HNSC.100 Zellen zu untersuchen, wurde eine Chromatin-
Immunprazipitation unter Verwendung des Imprint Chromatin Immunoprecipitation Kits (Sigma-
Aldrich) nach Anleitung des Herstellers durchgefuhrt. Fir den Zellkernaufschluss und optimales
Fragmentieren der DNA durch Sonifizieren mit einem Ultraschall Homogenisator (Bandelin Sono-
plus) wurde ein fir diese Zellen geeignetes Programm verwendet (50% Leistung, 20 s puls, 30 s
Pause, 10x). Der Antikérper gegen acetyliertes Histon 3 (H3Ac) (Millipore) wurde zum Nachweis
aktiven Chromatins verwendet. Als Positivkontrolle diente der Antikérper gegen Histon 3 (H3)
(Millipore) und als Negativkontrolle der Antikérper gegen Immunglobulin G (IgG) (Sigma-
Aldrich). Die Aufreinigung erfolgte Uber spezielle Sdulchen (GenElute Binding Column G). Die
prazipitierte DNA wurde in 30 pl Elutions-Puffer geldst und mittels gqRT-PCR quantifiziert. Hierfur
wurden Locus-spezifische Primer eingesetzt (vgl. 2.1.2.6) die zusammen mit den Kontrollprimern
GAPDH unter Verwendung des Light Cycler 480 Systems (Roche) eine Analyse des Chromatin-
status einzelner Loci ermoglichten.
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2.2.2.17 Polymerase-Ketten Reaktion (PCR) fiir Mutationsanalysen/Standard

Individuelle Besonderheiten bei der Amplifikation von DNA Fragmenten als Teil einer komplexeren
Methode sind direkt im jeweiligen Methodenabschnitt angegeben. Um zu untersuchen, ob eine
reduzierte transkriptionelle Aktivitat durch Mutationen im regulatorischen Bereich einer LTR oder
in der Reportergensequenz egfp eines HERV MLV Hybridvektors verursacht wird, wurde genom-
ische DNA aus kultivierten Zellen isoliert und der entsprechende Abschnitt mit spezifischen Pri-
mern amplifiziert. FUr dieses Vorhaben war eine fehlerfreie Amplifikation der Sequenz unerlasslich.
Deshalb kam erneut der Expand High Fidelity Kit (Roche) zum Einsatz. Als ,Template” wurde
500 ng DNA verwendet.

Im Folgenden ist ein typischer PCR-Reaktionsansatz aufgelistet

500 ng genomische DNA

5 ul PCR-Puffer (10x)

1 ul dNTPs (10 mM)

4 ul MgCl, (50 mM)

1 pl 5’ Primer (10 yM)

1 pl 3’ Primer (10 yM)
0,35 yl Polymerase (3,5 U/ul)
ad 50 yl Ampuwa Wasser

Es wurde folgendes Standard PCR Programm benutzt. Die ,,Annealing“-Temperatur und Elonga-
tionsdauer variierten je nach Schmelzpunkt der individuellen Primer und der Lange des Amplifi-
kats. AuBerdem wurde ausnahmslos eine Wasser-Kontrolle durchgefuhrt.

94°C 5 Minuten Denaturierung der DNA-Matrize
94°C 45 Sekunden Denaturierung
+/- 58°C 30 Sekunden Bindung der Primer (Annealing) 30 Zyklen
72°C 1 Min Elongation (pro 1000 bp)
72°C 10 Minuten Vervollstandigung der Elongation
4°C unbegrenzt Kuhlung

Die Uberpriifung des gewiinschten DNA-Fragments erfolgte mittels Gelelektrophorese. Fiir Se-
quenzanalysen wurde die entsprechende Bande (800 bp) wie in (vgl. 2.2.2.10) aufgereinigt und
in den pGEMT Vektor kloniert (vgl.2.2.2.11).



Ergebnisse 62

3. Ergebnisse

3. 1 Einfluss antipsychotischer Medikamente auf die Expression von huma-
nen endogenen Retroviren (HERVs) in menschlichen Gehirnzellen

Schizophrenie ist eine schwere psychische Erkrankung mit einer Pravalenz von einem Prozent
weltweit und &uBert sich in Stérungen der Wahrnehmung, des Denkens und der Affektivitat. Bisher
ist die Krankheitsursache nicht geklart. Es wird jedoch davon ausgegangen, dass die Krankheit
durch ein komplexes Zusammenspiel genetischer Einflisse und umweltbedingter Risikofaktoren
entsteht (Fatemi et al. 2009). Eine Assoziation mit Virusinfektionen wurde ebenfalls diskutiert
(Yolken et al. 1995; Yolken et al. 2001). Eine erhéhte Anzahl von HERV-Transkripten im Gehirn
von Patienten mit Schizophrenie im Vergleich zu Gesunden bestérkt die Annahme, dass auch
HERVs eine Rolle bei der Krankheitsentstehung spielen kénnten (Karlsson et al. 2004; Christen-
sen 2010). Tatsachlich wurden bestimmte HERV-Gruppen, allen voran HERV-W und ERV9, be-
reits mit Schizophrenie in Verbindung gebracht. AuBerdem wurde in friheren Untersuchungen
eine Subgruppe von HERV-K(HML-2), HERV-K10, in Patienten mit Schizophrenie und Bipolaren
Stérungen als signifikant Gberreprasentiert gefunden (Frank et al. 2005). Allerdings wird die Mehr-
heit aller Patienten mit psychiatrischen Auffélligkeiten medikamentds behandelt. Einige der
Medikamente, die zur Behandlung von Schizophrenie oder Bipolaren Stérungen eingesetzt wer-
den, wurden bereits mit epigenetischen Modifikationen assoziiert (Li et al. 2004; Dong et al. 2008).
Im Folgenden wurde untersucht, ob Antipsychotika die allgemeine HERV Expression beeinflussen
kénnen und ob die von Frank et al. gefundene Uberreprésentation von HERV-K10 méglicherweise
eine Folgeerscheinung der verabreichten Medikation ist. Zu diesem Zweck wurden zunachst die
Patientendaten der in der oben genannten Untersuchung analysierten Proben (Torrey et al. 2000)
néher betrachtet und anschlieBend anhand dieser Daten eine Auswahl antipsychotischer Medi-
kamente in Zellkulturmodellen untersucht.
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Abb. 12: Zusammenstellung der verabreichten Medikamente bei Patienten mit Schizophrenie (A)
oder Bipolaren Stérungen (B). Die von Frank et al. mittels HERV-spezifischem Microarray analysierten
Proben (Frank et al. 2005) und die dazugehérigen anonymisierten Patientendaten stammten vom Stanley
Medical Research Institute (SMRI), Baltimore, USA. Anhand dieser Daten war eine Aufstellung der verab-
reichten Medikamente moglich. Die Graphik zeigt den prozentualen Anteil der Patienten, die mit dem jewei-
ligen Medikament behandelt wurden.

Insgesamt wurden 94% der Schizophrenen und 89% der Patienten mit Bipolaren Stérungen me-
dikamentds behandelt (Torrey et al. 2000). Wie Abb. 12 zu entnehmen ist, wurden hauptséachlich
vier verschiedene Medikamente verabreicht, die daher anschlieBend im Zellkulturmodellsystem
getestet wurden. Wéahrend 18,2% aller schizophrenen Patienten mit dem Antiepileptikum Valpro-
insaure (VPA) behandelt wurden, liegt der Anteil bei Patienten mit Bipolaren Stérungen mit 39%
deutlich héher. Uber 36% der Patienten mit Schizophrenie wurden mit dem typischen Neurolep-
tikum Haloperidol behandelt, wie auch 6,5% der Patienten mit bipolaren Stérungen. Das atypi-
schen Neuroleptikum Risperidon wurde bei fast einem Drittel der Schizophrenen und rund einem
Funftel der Bipolar Gestorten verzeichnet, wahrend ein weiteres Mitglied der atypischen Neuro-
leptika, Clozapin, mit 6,1% bzw. 3,2% eher selten vertreten war. Weitere Medikamente, die in
Einzelfallen verabreicht wurden, wurden als ,,Sonstige“ zusammengefasst. Aufgrund der Schwere
und der Komplexitat der Erkrankung bekamen 82,9% der Schizophrenen und 80,0% der Patienten
mit Bipolaren Stérungen mehrere Medikamente verabreicht.

VPA kann als Histon-deacetylase-Inhibitor nachweislich die Chromatinstruktur modifizieren
(Sharma et al. 2006) und somit verschiedene Gene inklusive HERVs aktivieren. Ebenso wird ver-
mutet, dass Haloperidol und Clozapin die Genexpression im Gehirngewebe verandern kénnen
(Fasulo et al. 2003; Takahashi et al. 2004). Weitere Untersuchungen belegen, dass Clozapin und
VPA méglicherweise synergistische Effekte zeigen und auf die Demethylierung der DNA im Ge-
hirn wirken kénnen (Dong et al. 2008). Dies gibt Grund zur Vermutung, dass die HERV-Aktivitat
moglicherweise durch Medikamente beeinflusst wird, da die Expression von HERVs wie die Ex-
pression zellularer Gene reguliert wird und epigenetische Faktoren wie DNA-Methylierung einen
Einfluss haben (Lavie et al. 2005; Reiss et al. 2007). Diese Frage wurde im Folgenden untersucht.
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3.1.1 Zytotoxische Effekte verschiedener Antipsychotika auf Gehirnzellen

Zunéachst wurde vor der Behandlung der Zellen die Zytotoxizitat der jeweiligen Medikamente mit
Hilfe eines MTT-Tests (Mosmann 1983) gepruft. Der Nachweis der Zellvitalitéat beruht auf der Re-
duktion des gelben, wasserléslichen Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid (MTT) in ein blau-violettes, wasserunlésliches Formazan. Eine Zellschadigung
durch eine zytotoxische Substanz reduziert die Reduktionsrate im Vergleich zu einer unbehandel-
ten Kontrollgruppe und kann photometrisch nachgewiesen werden.

Es wurden Konzentrationen des jeweiligen Medikaments gewahlt, die im unteren Bereich
(0,1 uM/ 1 mM) in etwa der Konzentration im Serum von Patienten entsprechen (Coryell et al.
1998). In Anlehnung an andere Untersuchungen, die mit Zellkulturen durchgefihrt wurden, wurde
dieser Bereich bis auf 10 mM VPA bzw. 10 yM Haloperidol, Risperidon und Clozapin ausgedehnt
(Dragunow et al. 2006; Ferno et al. 2006; Das et al. 2007).

Es wurden zwei Glioblastom-Zelllinien (U-138MG und U-251MG), zwei Neuroblastom-Zelllinien
(SK-N-SH und SK-N-MC) und die humane neurale Stammzelllinie HNSC.100 verwendet. Jede
Zelllinie wurde mit ansteigenden Konzentrationen (0,3 bis 10 yM) der Medikamente Haloperidol,
Risperidon und Clozapin, sowie mit 0,3 bis 10 mM VPA 24 h (Abb. 13A) bzw. 48 Stunden
(Abb. 13B) inkubiert. Die Zelllinie U-251MG wurde zusatzlich noch 72 h mit VPA behandelt
(Abb. 13C). Bei einer Zellvitalitat von unter 80% im Vergleich zu unbehandelten Zellen wurde die
Konzentration eines Medikaments als zytotoxisch eingestuft und nicht im Zellkulturmodell
verwendet.

Alle Zelllinien zeigten sowohl bei 24- als auch bei 48-stiindiger Inkubation mit Haloperidol, Ris-
peridon und Clozapin keine signifikante Beeintrachtigung der Zellvitalitat. Dies gilt auch fur alle
VPA-Behandlungen nach 24 h bzw. 48 h mit einer Ausnahme. SK-N-MC Zellen zeigten nach
24 h Inkubation mit VPA einen leichten und nach 48 Stunden einen deutlichen Riickgang der Zell-
vitalitdt um bis zu 80% im Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Um vergleichbare Versuchs-
bedingungen zu gewahrleisten, wurde bei allen Zellen die Behandlung fur 24 Stunden
durchgefuhrt. Eine Ausnahme stellte die Zelllinie U-251MG dar, die aufgrund ihrer Widerstands-
fahigkeit verwendet wurde, um den Einfluss von VPA auf die HERV Expression auch nach einem
langeren Zeitraum von 72 h zu testen.
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Abb. 13: Untersuchung der Vertraglichkeit verschiedener Medikamente in zwei Glioblastom-Zellli-
nien (U-138MG und U-251MG), zwei Neuroblastom-Zelllinien (SK-N-SH und SK-N-MC) und der huma-
nen neuralen Stammzelllinie HNSC.100 mittels MTT Test. Die Zellen wurden 24 Stunden (A) oder 48 h
(B) mit unterschiedlichen Konzentrationen von VPA [mM], Haloperidol [uM], Risperidon [uM] oder Clozapin
[uM] behandelt. Die Zelllinie U-251MG wurde zusatzlich noch 72 h mit VPA inkubiert (C). Alle Messdaten
wurden auf die entsprechenden unbehandelten Kontrollzellen normiert (100%). Ein zytotoxischer Effekt
wurde ab einer Zellvitalitat von unter 80% festgelegt.

3.1.2 HERV-Transkriptionsprofil von unbehandelten Gehirnzellen -
der HERV-spezifische Microarray

Um einen umfassenden Uberblick tiber das HERV-Transkriptionsprofil in verschiedenen Gehirn-
zellen zu bekommen, wurde der von Seifarth et al. entwickelte Retrovirus-spezifische Microarray
verwendet (Seifarth et al. 2003). Dieses Verfahren kombiniert eine Multiplex-PCR unter Verwen-
dung Flourochrom (Cy3)-modifizierter Primermischungen mit einer DNA-Chip-Hybridisierung auf
aldehydbeschichteten Glasobjekttragern. Die Sequenzen der PCR-Primer wurden von zwei hoch-
konservierten Aminosauremotifen abgeleitet, die Ublicherweise in allen retroviralen RT-Genen im
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pol-Bereich gefunden werden (Shih et al. 1989; Seifarth et al. 1998). Eine Diskriminierung zwi-
schen verschiedenen HERV-Gruppen wird durch die zwischen den Primern liegenden internen
Sequenzen erzielt, die an spezifische, auf Glasobjekttrager gedruckte Oligonukleotide binden
(vgl. 2.2.2.6). Der Retrovirus-spezifische Microarray beinhaltet 52 Vertreter von 21 HERV-Gruppen
aller drei HERV-Klassen. Das menschliche Genom enthalt 3149 Proviren mit nahezu vollstandi-
gem pol Gen (Jern et al. 2005). Manche HERV Gruppen lassen sich in Subgruppen unterteilen,
da sie sich im pol-Bereich ausreichend unterscheiden (Nukleotidsequenzidentitat < 80%) und
deshalb eine Diskriminierung ermoglicht wird. Abhangig von der HERV Gruppe kann jede auf
dem Glasobjekitrager gedruckte Sequenz weniger als 10 bis mehrere 100 Proviren reprasentieren
(Sperber et al. 2007; Seifarth 2009).

Zur Etablierung eines geeigneten Modellsystems fur die Untersuchung der HERV Expressions-
unterschiede nach Behandlung mit Medikamenten musste zunachst das HERV-Transkriptionspro-
fil unbehandelter Gehirnzellen analysiert werden. Um eine verléssliche Aussage treffen zu kbnnen,
wurde ein mdglichst breites Spektrum verschiedener Zelltypen analysiert. Es wurden die Gliobla-
stom-Zelllinien U-138MG, U-251MG, U-373MG und 85HG66, die Neuroblastom-Zelllinien
SK-N-SH und SK-N-MC, sowie die humane neurale Stammzelllinie HNSC.100 verwendet. Zuséatz-
lich wurden priméare neurale Gehirnzellen (ANBC) aus der Biopsieprobe eines Epileptikers gete-
stet (Institut fir Neuropathologie, Uniklinikum Erlangen). Die RNA der behandelten Zellen wurde
isoliert, zur Eliminierung von DNA-Kontaminationen mit DNAse verdaut und durch reverse Tran-
skription in cONA umgeschrieben. Nachdem die HERV-Transkripte in einer Multiplex (MOP) PCR
amplifiziert worden waren, wurden die Amplifikate geféllt und mit einem Retrovirus-spezifischen
Microarray hybridisiert (vgl. 2.2.2.6). Abb. 14 zeigt eine reprasentative Auswahl mehrfach repro-
duzierter Microarrayexperimente. Die Ergebnisse sind in Falschfarben dargestellt (siehe Farb-
skala Abb. 14 unten). Das ,Housekeeping“-Gen HPRT diente stets als interne Kontrolle der
RNA-Qualitat.
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Abb.: 14 HERV-Transkriptionsprofil in unbehandelten Gehirnzellen. Es wurden die Glioblastom-Zellli-
nien U-138MG, U-251MG, U-373MG und 85HG66, zwei Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH und SK-N-MC,
sowie die humane neurale Stammzelllinie HNSC.100 und die priméaren neuralen Gehirnzellen ANBC un-
tersucht. Die HERV Expressionsmuster wurden mit Hilfe eines Retrovirus-spezifischen Microarrays ermittelt
(Seifarth et al. 2003). Als interne Kontrolle fur die RNA-Qualitat diente das ,Housekeeping“-Gen Hypoxanthin-
Phosphoribosyltransferase (HPRT). Rote Balken markieren die Gehirn-spezifische ,Core-Aktivitat“ nach
Frank et al. 2005.
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Ubereinstimmend waren in allen Zelllinien die HERV Gruppen HERV-I, HERV-ADP, HML-7 und
HML-8, sowie mit jeweils einer Ausnahme auch HERV-R und HML-1 inaktiv. Verglichen mit dem
von Frank et al. 2005 ermittelten Gehirn-spezifische Expressionsprofil (rote Késtchen) (Frank
et al. 2005), wurde eine ubiquitare Expression der Klasse | HERVs E(4-1)(HERV-E), ERV-9 und
Seq59(ERV9), HERV-Fb(HERV-F) sowie der Klasse Il HERVs HERV-KT47D(HML-4), HML-6,
HML-9 und HERV-KC4(HML-10) in beinahe allen Gehirnzellen nachgewiesen. Eine schwache
Expression von HERV-KHP1 und HERV-KD1.2 (HML-2) wurde in nur funf Fallen gemessen. In
allen anderen Fallen waren Elemente der HERV-K(HML-2) Gruppe nicht zu detektieren. Weiterhin
wurden einige differentiell aktive HERVs identifiziert, deren Transkripte mit unterschiedlicher Hau-
figkeit in den Gehirnzellen vorkommen. Diese Transkripte stammten von den Klasse | HERVs
HERV-T, HERV-FRD, HERV-H und HERV-W, sowie von den Klasse Il HERVs HML-3 und HML-5.
Eine sehr schwache Expression von HERV-L wurde ausschlieBlich in SK-N-SH und U-373MG
beobachtet. Insgesamt ahneln sich die Expressionsmuster von U-138MG, SK-N-SH, SK-N-MC,
85HG66 und ANBC, obwohl die Zelllinien von unterschiedlichen Zelltypen des Gehirns stammen.
Im Vergleich etwas schwacher exprimiert werden manche HERV-Gruppen lediglich in U-251MG
und HNSC.100 Zellen. Das Gehirn-spezifische Expressionsprofil war in allen Gehirnzellen deutlich
zu erkennen. Deshalb sollten sich die getesteten Zelllinien sehr gut als Modellsystem eignen, um
Medikamenten-bedingte Unterschiede im HERV-Aktivitdtsmuster zu messen. Da teils doch ge-
ringe Unterschiede (wie zum Beispiel in der HML-3 Expression) zwischen den Zelltypen vorliegen,
wurden fur weitere Experimente von jedem Zelltyp ein oder zwei reprasentative Vertreter ausge-
wahlt. Deshalb wurden die Zelllinien U-138MG, U-251MG als reprasentative Vertreter der Glio-
blastom-Zelllinien, SK-N-SH und SK-N-MC als Vertreter der Neuroblastom-Zelllinien und
HNSC.100 ausgesucht. AuBerdem zeigen ANBC Zellen als Vertreter einer Primarkultur Eigen-
schaften, die im Vergleich zu Tumorzelllinien nadher am Gehirn liegen.

3.1.3 Qualitative Analyse des HERV-Transkriptionsprofils in verschiedenen
Gehirnzellen nach Behandlung mit Antidepressiva oder Neuroleptika mittels
Retrovirus-spezifischem Microarrays

Anhand der Zelllinien als Modellsystem und mit Hilfe des Retrovirus-spezifischen Microarrays
war es erstmals moglich, den Einfluss antipsychotischer Medikamente auf die HERV Aktivitat in
verschiedenen Gehirnzellen unter kontrollierten Bedingungen zu untersuchen und die involvierten
HERV-Gruppen und —Subgruppen zu identifizieren. Die Behandlung der Zellen mit den Medika-
menten wurde gemaB dem Standardprotokoll in jeweils zwei unabhangigen Experimenten durch-
gefuhrt. Eine reprasentative Auswahl der digital prozessierten Alignments einer jeden
unabhéangigen Behandlung ist in Abb. 15 und 16 zu finden.

Um den Einfluss von VPA zu testen, wurden sowohl die Zelllinien U-138MG, SK-N-SH, SK-N-MC
und HNSC.100 24 h als auch die primaren Zellen ANBC 24 h mit 1 und 5 mM VPA behandelt. Um
auch den Einfluss von VPA auf die HERV Expression nach einem langeren Zeitraum zu untersu-
chen, wurden die Zellen U-251MG 72 h mit VPA-haltigem Medium kultiviert. Da aufgrund von va-
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riierenden Zellkulturbedingungen das HERV Expressionsmuster geringfugig variieren kann (Bror-
son et al. 2002; Seifarth et al. 2009), wurden stets unbehandelte Proben der gleichen Zellcharge
parallel hybridisiert.

In allen Zelllinien konnte in Abh&ngigkeit von der Medikamentenkonzentration eine teils deutlich
erhdhte Expression einzelner HERVs gemessen werden. Dies betraf sowohl Vertreter der Gam-
maretrovirus-verwandten Elemente (Klasse |), als auch Vertreter der Betaretrovirus-verwandten
Elemente (Klasse Il). In den Zelllinien U-251MG, SK-N-SH und SN-N-MC konnte auch eine
schwache Aktivierung von HERV-L als Vertreter der Spumavirus-verwandten Elemente nachge-
wiesen werden.

In beiden Glioblastom-Zelllinien U-138MG und U-251MG konnte eine Dosis-abhangige Expres-
sion der Klasse | HERVs E4-1(HERV-E), HERV-W, ERV9(ERV9), Seq59(ERVY), sowie Klasse Il
HERVs HML-3, HML-4, Seq38(HML-6), und HERV-KC4(HML-10) beobachtet werden (Abb.15).
Wahrend in U-138MG zusétzlich eine Aktivierung von HERV-Fb(HERV-F) auffiel, konnte diese
HERV Subgruppe weder bei behandelten noch bei unbehandelten U-251MG Zellen gefunden
werden. Eine leichte VPA-bedingte Erh6hung der Expression zeigte sich in U-251MG Zellen bei
HERV-T.

Eine erh6hte Expression in Abhangigkeit der VPA Konzentration konnte auch in beiden Neurobla-
stom-Zelllinien SK-N-SH und SK-N-MC fir die Elemente RGH2 (HERV-H), ERV9, HERV-Fb
(HERV-F), HML-3, HML-9 und HERV-KC4 (HML-10) ermittelt werden. In beiden Zelllinien wurden
jedoch E4-1, HERV-W, HML-4 unabhé&ngig von der VPA Konzentration auf gleichem Niveau ex-
primiert. In SK-N-MC war nach 5 mM VPA Behandlung zusétzlich eine Aktivierung von Seg59
(ERV9) und nach 1 mM VPA eine Aktivierung von Seq38 (HML-6) in SK-N-MC und von HML-5 in
SK-N-SH Zellen zu sehen.

Die starkste Aktivierung der Transkription von HERV-W, sowie Seq63, ERV9 und Seq59 (drei
Subgruppen der ERV9-Gruppe) erfolgte in HNSC.100 Zellen. Eine erhéhte Expression von E4-1
und HML-3 wurde nach Behandlung mit 1 mM VPA erreicht. HERV-Fb und Seq38 (HML-6) wurden
unabhangig von der VPA Konzentration stark exprimiert.

Das ,Housekeeping“ Gene HPRT ergab bei allen Experimenten konsistente Signale und spiegelt
somit die gleichbleibende Qualitat der RNA Proben und die Reproduzierbarkeit der Chip-Daten
wieder. Dies lieBen auch die Ergebnisse der Behandlung von ANBCs mit 1 mM VPA schlieBen.
Allerdings konnte in diesem Fall bei 5 mM VPA ein deutlich schwécheres Signal des ,Housekee-
ping“ Gens gemessen werden, das auf die Toxizitdt des Medikaments zurtckgeflhrt werden
kdnnte. Aufgrund der sehr begrenzten Teilungsféhigkeit der primaren Zellen konnte trotz wieder-
holter Bemuhungen kein MTT Test durchgefuhrt werden. Im Allgemeinen war ein geringer Ruck-
gang der Expression der meisten HERVSs bei einer VPA Konzentration von 5 mM zu verzeichnen.
So waren z. B. ERV9, HML-3, HML-4 und HML-6 bei 5 mM VPA weniger aktiv als bei 1 mM VPA.
Die Transkriptionsaktivitat von HERV-Fb und HERV-KC4 war jedoch trotzdem leicht erhéht.

Alle Ubrigen HERV Gruppen auf dem DNA-Chip (Klasse | HERV-I, HERV-FRD, HERV-ADP,
HERV-R, sowie Klasse Il HML-1, HML-2, HML-7 und HML-8) wurden von VPA nicht beeinflusst.
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Abb. 15 Transkriptionsprofil von 52 HERV Subgruppen in verschiedenen Gehirnzellen nach
VPA-Behandlung. Die Glioblastom-Zelllinie U-138MG, zwei Neuroblastom-Zelllinien SK-N-SH, SK-
N-MC, die humane neurale Stammzelllinie HNSC.100 und die priméaren neuralen Gehirnzellen
(ANBC) wurden mit 1 und 5 mM 24 h bzw. eine weitere Glioblastom-Zelllinie U-251MG 72 h behan-
delt. Die HERV Expressionsmuster wurden mit Hilfe eines Retrovirus-spezifischen Microarrays er-
mittelt (Seifarth et al., 2003). Als interne Kontrolle fir die RNA-Qualitat diente das
~Housekeeping“-Gen HPRT. Rot umrahmt sind HERV Subgruppen, die fur eine Quantifizierung mit-
tels qRT-PCR ausgewahlt wurden (vgl. 3.1.4).
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Sechs HERV(Sub-)Gruppen wurden ausgewahlt (Abb. 15, rot umrahmt), um die Steigerung der
Transkription in Abhangigkeit der VPA Konzentration mit einer alternativen Methode zu verifizieren
und zu quantifizieren (vgl. 3.1.4). Ausgewahlt wurden HERV Elemente, die im Microarray eine si-
gnifikante Aktivierung zeigten oder nicht aktiviert wurden, aber in friiheren Untersuchungen in
engen Zusammenhang mit einer Erkrankung gebracht worden waren.

Im Vergleich zu VPA hatte Haloperidol einen deutlich geringeren Effekt auf die Aktivierung einzelner
HERV Gruppen in den untersuchten Zelllinien U-138MG, SK-N-SH und HNSC.100 (Abb. 16A).
Haloperidol bewirkte in U-138MG Zellen die Aktivierung mehrerer HERV Gruppen. Eine erhdhte
Expression war bei HERV-E4-1, HERV-W, ERV9, HML-4 und HML-6 zu erkennen. Eine gleich-
bleibend schwache Expression zeigten HERV-T, HERV-FRD, HERV-Fb, HML-3 und HML-9. Die
Behandlung von SK-N-SH Zellen hatte eine schwache Expressionssteigerung von HERV-W,
ERV9, HML-4, HML-9 und HERV-KC4 zur Folge. Die einzige Ausnahme mit einer starken Akti-
vierung in Abhéngigkeit der Haloperidol-Konzentration war HERV-Fb. In HNSC.100 Zellen konnte
keine signifikante Aktivierung von HERVs bewirkt werden. Eine leicht erhdhte Expression im Ver-
gleich zu den unbehandelten Zellen war lediglich fur HERV-Fb und HERV-KC4 zu verzeichnen.
Eine transkriptionelle Aktivitat von HERV-I, HERV-ADP und HERV-R, HML-2, HML-7, HML-8 und
HERV-L wurde in keiner der behandelten Zelllinien gemessen.

Im Vergleich zu Haloperidol zeigte Risperidon einen noch geringeren Effekt auf die HERV-Ex-
pression (Abb. 16B). Es war eine leichte Aktivierung von HERV-E4-1, HERV-Fb, HML-4 und HML-6
in Abhangigkeit der Risperidon-Konzentration in U-138MG Zellen zu sehen. Eine Expressionsstei-
gerung von HERV-KC4 konnte in SK-N-SH Zellen verzeichnet werden. AuBer HERV-H, HERV-Fb,
HML-9 und HERV-KC4 wurde keine HERV (Sub-)Gruppe in HNSC.100 Zellen aktiviert. Clozapin
bewirkte eine leichte Expressionssteigerung von ERV9 und HERV-Fb in U-138MG Zellen (Abb.
16C). Wahrend keine Erhdéhung der Transkription in SK-N-SH Zellen gemessen wurde, wurde
eine Verminderung der Expression bei HERV-Fb, Seq38 und HERV-KC4 in HNSC.100 Zellen
festgestellt. Im Gegensatz dazu wurde HML-3 aktiviert.
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Abb. 16 A)-C). Transkriptionsprofil von 52 HERV Subgruppen in verschiedenen Gehirnzellen nach
24-stiindiger Behandlung mit Haloperidol (A), Risperidon (B) und Clozapin (C). Die Glioblastom-Zell-
linie U-138MG, die Neuroblastom-Zelllinie SK-N-SH und die humane neurale Stammzelllinie HNSC.100
wurden jeweils mit 0,1; 1 und 10 yM behandelt. Die HERV Expressionsmuster wurden mit Hilfe eines Re-
trovirus-spezifischen Microarrays ermittelt (Seifarth et al., 2003). Als interne Kontrolle fir die RNA-Qualitat
diente das ,Housekeeping“-Gen HPRT. Rot umrahmt sind HERV Subgruppen, die fir eine Quantifizierung
mittels gRT-PCR ausgewahlt wurden (vgl. 3.1.4).
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Expression verschiedener HERVs durch
antipsychotische Medikamente beeinflusst werden kann. Tab. 4 gibt einen Uberblick liber die
Microarraydaten der in Abb. 15 und 16 dargestellten Experimente, sowie der zweiten unabhéan-
gigen Versuche (ohne Abbildung). Die Expression eines einzelnen HERV Elements wurde in die
Kategorien ,keine Expression® (-), ,kein Einfluss“ (0), ,geringer Einfluss* (+) und ,starker Einfluss*
(++) eingeordnet. Ein Symbol bedeutet, dass beide Experimente lUbereinstimmend waren, wah-
rend bei Unterschieden das Ergebnis des ersten Experiments vor dem Schragstrich und das
zweite danach aufgefuhrt wurde. In seltenen Fallen wurde ein Dosis-abhéngiger Ruckgang der
Expression, z. B. von ERV9 oder HML-3(Seq26) nach Behandlung von ANBC Zellen mit VPA be-
obachtet und durch ein R markiert. VPA zeigte insgesamt die starksten Effekte, hauptsachlich auf
die HERV-Gruppen HERV-Fb, HERV-W, ERV9, HML-3 und HERV-KC4. Haloperidol beeinflusste
HERV-Fb, HERV-W, ERV9, und HERV-KC4. Risperidon und Clozapin zeigten dagegen nur einen
geringen Einfluss, vor allem auf HERV-Fb, ERV9 und HERV-KC4. Keine aktivierende Wirkung von
Antipsychotika wurde im Fall der HERV Gruppen HERV-I, HERV-ADP, HERV-R, HML-2, HML-7
und HML-8 ermittelt.

Aufgrund der gewonnenen Daten und der Hinweise in der Literatur wurden sechs HERV(Sub)-
Gruppen ausgewahlt (Tab. 4 farbig hinterlegt), um deren erhéhte Transkription in Abhangigkeit der
Medikation mit einer Alternativmethode zu quantifizieren und den signifikanten Unterschied zu
verifizieren (vgl. 3.1.4). Ausgesucht wurden HERV-Fb und HERV-KC4 aufgrund ihrer signifikanten
Aktivierung durch alle Medikamente. Microarrayanalysen wiesen bei VPA zusatzlich auf eine
Stimulierung von HML-3 hin, deshalb wurde auch Seq26 als reprasentativer Vertreter der HML-3
Gruppe weiteruntersucht. HERV-W und ERV9 zeigten einerseits eine starke dosisabhéngige
Erhéhung der Expression vor allem von VPA, wurden aber auch andererseits mehrfach mit Schi-
zophrenie in Verbindung gebracht (Karlsson et al. 2001; Karlsson et al. 2004; Huang et al. 2006;
Weis et al. 2007; Perron et al. 2008; Yao et al. 2008). Die Klasse Il HERV Gruppe HML-2 blieb
stets unbeeinflusst, wurde aber aufgrund ihrer Assoziation mit Schizophrenie ebenfalls ausgewahit
(Frank et al. 2005).
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3.1.4 Quantitative Analyse der Expression ausgewahiter HERV-(Sub)Gruppen
mittels gRT-PCR

Der Retrovirus-spezifische Microarray verschafft einen Uberblick (iber die Transkriptionsaktivitat
verschiedener HERV-Gruppen und ist fur eine qualitative Auswertung und gegebenenfalls auch
fur eine semiquantitative Absch&atzung von Nutzen. Um die Ergebnisse des Microarrays zu besta-
tigen und die Unterschiede in der HERV-Expression zu quantifizieren, wurden einzelne HERV-
Gruppen mit Hilfe einer quantitativen RT-PCR untersucht. AuBerdem wurde die Expression von
HERV-K(HML-2) quantitativ analysiert, um festzustellen, ob die in friiheren Microarray-Experi-
menten beobachtete Uberreprésentation in Gehirnproben von schizophrenen und bipolaren Pa-
tienten (Frank et al. 2005) mdglicherweise eine Folge der Medikation ist.

Far die Quantifizierung der Subgruppen HERV-Fb, HERV-W, ERV9, Seq26 und HERV-KC4 wur-
den Primer in der pol(RT)-Sequenz verwendet. Jeweils ein Primer lag in der gleichen Region
wie die ,Capture Probes*, die im Retrovirus-spezifischen Microarray verwendet wurden (Seifarth
et al. 2003; Seifarth et al. 2009). Aufgrund der Ahnlichkeit im pol-Bereich von HML-2 und HML-3
wurden far die quantitative Amplifizierung von HML-2 Sequenzen spezifische Primer aus dem
gag-Bereich verwendet. Alle getesteten Primer aus dem pol-Bereich ermdéglichten keine ausrei-
chende Diskriminierung (Contreras-Galindo et al. 2006). Somit wurde die gesamte HERV Gruppe
HML-2 erfasst. Bei der verwendeten Methode der relativen Quantifizierung handelte es sich um
die Berechnung der x-fachen relativen Aktivierung einer HERV-Expression in behandelten Zellen
im Vergleich zu einer unbehandelten Probe (Pfaffl 2001). Transkripte der RNA-Polymerase |l
(RPII) dienten dabei als interner Standard. Eine schwache relative Aktivierung der HERV-Expres-
sion in behandelten Zellen wurde bei einem Faktor von 2,5 bis vier festgelegt. Eine relative Akti-
vierung um den Faktor vier bis zehn wurde als stark und eine mehr als 10fache Aktivierung wurde
als sehr stark definiert. Werte um den Faktor zwei wurden nicht als relevant betrachtet, da die
HERV-Expression auch Zellkultur-bedingten Schwankungen unterworfen sein kann. Die Quanti-
fizierung der HERV-Gruppen in behandelten Zellen erfolgte fur beide unabhangigen Experimente.

3.1.4.1 Quantifizierung der HERV-Expression nach VPA-Behandlung

Als Kontrolle fur eine erfolgreiche VPA-Behandlung wurde die Aktivitat des zellularen Zellzyklus-
Kontrollgens p21 bestimmt, da dieses Gen nachweislich durch VPA stimuliert wird (Li et al. 2005).
Abb. 17 zeigt die mittels qRT-PCR ermittelte relative Transkription verschiedener HERV(Sub-)
Gruppen in sechs verschiedenen Zelllinien. Es sind jeweils die Ergebnisse des ersten (Abb. 17A)
und des zweiten unabhéngigen Experiments (Abb. 17B) dargestellt.

Im ersten unabhéngigen Experiment konnte in der Glioblastom-Zelllinie U-138MG eine starke,
signifikante Aktivierung von ERV9 (5,4 fach) und p21 (6 fach), sowie eine schwache, signifikante
Erhéhung von HERV-W und HERV-KC4 gemessen werden (Abb. 17A). Ebenso konnte im zweiten
Experiment eine dosisabhangige schwache Aktivierung um etwa den Faktor drei bei ERV9 und
p21 festgestellt werden. Dagegen blieb HML-2 bei beiden VPA-Konzentrationen im Vergleich zu
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den unbehandelten Zellen konstant exprimiert. HERV-Fb, Seq26 und HERV-KC4 zeigten eben-
falls keine signifikante Anderung der Expression. Dies konnten im zweiten unabhangigen Expe-
riment bestatigt werden.

Bei U-251MG Zellen, die als einzige 72 h mit VPA behandelt wurden, lag eine starke Aktivierung
von HERV-W, HERV-Fb, Seq26 und p21 vor. Berechnungen mit Student's t-Test ergaben signi-
fikante bis sehr signifikante Veranderungen (Daten nicht gezeigt). Wahrend in beiden Versuchen
ERV9 schwach stimuliert wurde, wurde kein Anstieg der Expression von HML-2 und HERV-KC4
verzeichnet.

In SK-N-SH Zellen wurde die Expression von HERV-W im Vergleich zu allen anderen Zelllinien
am starksten mit bis zu 17-fach im ersten und bis zu 27-fach im zweiten Experiment durch VPA
signifikant erhoht. Obwohl die Expression von ERV9, HERV-Fb, Seq26, HERV-KC4 und p21 in
beiden Experimenten um den Faktor 3-6 ungefahr gleich stark induziert wurde, blieb die Expres-
sion von HML-2 unverandert auf dem Niveau der unbehandelten Zellen.

Eine sehr starke, signifikante bis sehr signifikante Aktivierung zeigte sich sowohl bei ERV9 (um
den Faktor 16 im ersten und 24 im zweiten Experiment) als auch bei p21 in beiden Experimenten
mit SK-N-MC Zellen. Wahrend eine starke Aktivierung von HERV-W, Seq26 und HERV-KC4 im
ersten Versuch zu sehen war, konnte dies nicht ein weiteres Mal bestéatigt werden. HERV-Fb und
HML-2 blieben stets unbeeinflusst.

Im Gegensatz dazu fiel der extrem hohe, sehr signifikante p21-Wert von Gber 100 bzw. 1000 in
HNSC.100 Zellen mit zunehmender VPA-Konzentration auf. Eine Aktivierung aller gemessenen
HERV(Sub-)Gruppen war mit weniger als 2,5 fach stets nicht zu messen.

VPA bewirkte bei ANBC im ersten Experiment einen starken, sehr signifikanten Anstieg der Ex-
pression von HERV-Fb, sowie einen schwachen von p21. Im Gegensatz dazu wurde in der zwei-
ten Behandlung eine schwache Erhéhung nur bei HERV-W und HERV-KC4 festgestellt. Die
Aktivierung von HML-2 lag in beiden Féllen unter 2,4 und wies auf einen sehr geringen Einfluss
von VPA hin. Alle anderen HERV (Sub-)Gruppen wurden beide Male nicht aktiviert.
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Abb. 17: Quantifizierung der Expression ausgewahlter HERV-Gruppen in verschiedenen Gehirnzel-
len nach VPA-Behandlung (1 und 5 mM) mittels qRT-PCR. Abgebildet sind alle Ergebnisse des ersten
(A) und des zweiten (B) unabhangigen Experiments. Transkripte der RNA-Polymerase Il (RPII) dienten als
interne Standards. Die HERV-Expression in unbehandelten Zellen wurde auf eine relative Transkription
von 1 festgelegt. Jede Quantifizierung wurde in Triplikaten durchgefiihrt. Die Berechnung erfolgte nach
Livak und Schmittgen (2001).
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In Abb. 18 ist zur Verdeutlichung der Ergebnisse eine Zusammenfassung der gemittelten Expres-
sionsaktivitaten in Abhangigkeit von der VPA Konzentration dargestellt. Die Werte sind im Detail
in der Datentabelle aufgelistet.

relative Expression

HERV-W ERV9(ERVI) HERV-F{HERV-Fb) HML-3(Seq26) HML-10(HERV-KC4) HML-2 \
m U-138MG 2,5 4 1,9 1,5 2,1 0,8
5 U-251MG 4,8 64 53 6,2 2 2,2
o SK-N-SH 21,6 63 5 42 3,7 2,1
m SK-N-MC 3,1 17,9 1,6 3,1 3,9 2,1
HNSC.100 1,1 2,6 1 1,2 1,9 1,2
ANBC 2,4 2,1 42 1,2 2,4 2,2

Abb.18: Zusammenfassung der relativen Expression von sechs verschiedenen HERV-Gruppen nach
Behandlung mit 5 mM VPA aus zwei unabhédngigen Experimenten. Es sind jeweils die Mittelwerte
beider Experimente mit den Glioblastom-Zelllinien U-138 MG, U-251 MG, den Neuroblastom-Zelllinien
SK-N-SH und SK-N-MC, sowie der humanen neuralen Stammzelllinie HNSC.100 und den priméaren neu-
ralen Gehirnzellen ANBC aufgeflihrt. Die Datentabelle zeigt die Mittelwerte aus beiden Experimenten, aus
denen die graphische Darstellung erstellt wurde.

In jedem Zelltyp mit Ausnahme der Zelllinie HNSC.100 konnte in Abhangigkeit der VPA-Konzen-
tration eine erhdhte Aktivitat von mindestens einer HERV Gruppe beobachtet werden. Wie Abb.18
zu entnehmen ist, beeinflusst VPA die Expression von HERV-W und ERV9 in der Neuroblastom-
Zelllinie SK-N-SH und SK-N-MC erheblich. Die relative Transkription stieg in beiden Experimenten
um das uber 22- bzw. 18-fache im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Berticksichtigt man nur eine
Aktivierung von mehr als um den Faktor 4, so waren neben ERV9 und HERV-W auch Seq26 und
HERV-Fb betroffen. Die HERV-KC4 Expression wurde in beiden Neuroblastom-Zelllinien um einen
Faktor knapp unter 4 stimuliert. Im Gegensatz zu den anderen finf HERV-Gruppen wurde keine
signifikante Erhéhung der Expression von HML-2 in allen getesteten Zellen festgestellt.
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3.1.4.2 Quantifizierung der HERV-Expression nach Behandlung mit Haloperidol, Risperidon
oder Clozapin

Stellvertretend fur jede Behandlung der Zelllinien U-138MG, SK-N-SH und HNSC.100 mit Halo-
peridol, Risperidon oder Clozapin ist im Folgenden jeweils ein représentatives Experiment abge-
bildet (Abb. 19 A-C). Weder mit Haloperidol, noch mit Risperidon oder Clozapin konnte eine
Steigerung der Transkription von HERV-W, ERV9, HERV-Fb und HERV-KC4 um mehr als den
Faktor vier ermittelt werden. Dies wurde jeweils durch das zweite unabhangige Experiment be-
statigt. Ebenso wurde keine Dosis-abhé&ngige Expressionserh6hung um mehr als den Faktor 2,3
bei HML-2 nachgewiesen.

In Abhéngigkeit der Haloperidol-Konzentration konnte eine leicht erhéhte Expression von HERV-W
um das 2,7-fache und eine signifikant erhéhte Expression von HERV-Fb um das 3,6-fache in
SK-N-SH Zellen ermittelt werden (Abb. 19A).

Wahrend keine Dosis-abhéngige Aktivierung bei mit Risperidon behandelten U-138MG Zellen
festgestellt wurde, konnte in SK-N-SH Zellen eine schwache Erhéhung der HERV-W Transkription
um den Faktor 2,2 erzielt werden. HERV-W erscheint auch in HNSC.100 Zellen im Vergleich zu
unbehandelten Zellen schwach stimuliert (Abb. 19B).

Ahnlich waren die Resultate nach der Behandlung mit Clozapin (Abb. 19C). Im Gegensatz zu
U-138MG Zellen mit einer geringfigig erhdhten relativen Transkription um Faktor 2,8 fur
HERV-W und HERV-KC4 in HNSC.100 Zellen, wurde keine Aktivierung eines HERV Elements in
SK-N-SH oder HNSC.100 Zellen gefunden.
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Abb. 19 A)-C): Quantifizierung der Expression ausgewéhlter HERV-Gruppen in verschiedenen Ge-
hirnzellen nach Behandlung mit Haloperidol (A) Risperidon (B) oder Clozapin (C) (je 0,1; 1 und
10 uM) mittels qRT-PCR. Transkripte der RNA-Polymerase |l (RPII) dienten als interne Standards. Die
HERV-Expression in unbehandelten Zellen wurde auf eine relative Transkription von 1 festgelegt. Jede
Quantifizierung wurde in Triplikaten durchgefiihrt. Die Berechnung erfolgte nach (Livak et al. 2001).

Um den Einfluss von Haloperidol, Risperidon und Clozapin im Vergleich zu VPA auf die Expres-
sion verschiedener HERVs zu verdeutlichen, istim Folgenden die gemittelte Expression aus bei-
den Experimenten nach einer Behandlung mit 10 yM des entsprechenden Medikaments
dargestellt (Abb. 20). Die Einzelwerte in der Datentabelle zeigen, dass keine Expressionssteige-
rung um mehr als den Faktor 2,8 erreicht wurde. Insgesamt war im Gegensatz zum Effekt von VPA
ein weitaus geringerer Einfluss von Haloperidol zu verzeichnen. Die Behandlung mit Risperidon
oder Clozapin hatte demnach keinen signifikanten Einfluss auf die HERV-Transkription.
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T 20,0
Toor 150

-+ 10,0
Clozapin

Risperidon

Haloperidol

relative Expression

HERV-W ERVO(ERV9) HERV-F(HERV-Fb) HML-10(HERV-KC4) HML-2

%% = U-138MG 1,0 17 1,0 0,9 1,3
53 o SK-N-SH 1,9 12 2,5 0,9 1,0
= = HNSC.100 18 0,9 1,2 1,2 11
5s m U-138MG 1,6 14 0,9 0,6 1,2
g3 o SK-N-SH 1,8 11 0,7 0,4 0,5
T ¥ HNSC.100 2,0 13 2,8 2,1 19
. U-138MG 2,8 1,0 2,1 0,7 0,9
§ E. SK-N-SH 1,1 0,4 0,7 1,0 0,6
8c HNSC.100 1,2 1,3 0,6 1,9 0,9

Abb. 20 Zusammenfassung der Aktivierung von fiinf ausgewéhlten HERV Gruppen nach Behand-
lung mit 10 uM Haloperidol, Risperidon oder Clozapin (von links nach rechts) aus zwei unabhéngi-
gen Experimenten. Es sind jeweils die Mittelwerte beider Experimente mit der Glioblastom-Zelllinie
U-251 MG, der Neuroblastom-Zelllinie SK-N-SH, sowie der humanen neuralen Stammzelllinie HNSC.100
aufgefiihrt. Die Datentabelle zeigt die Mittelwerte aus beiden Experimenten, aus denen die graphische Dar-
stellung erstellt wurde.

3.1.5 Untersuchung der (H)ERV-Expression im Gehirn von Rhesusaffen
(M. mulatta) nach Behandlung mit Antipsychotika

Um zu untersuchen, ob die im Zellkulturmodell gewonnenen Daten tber den Einfluss von Halope-
ridol und Clozapin durch in vivo Experimente bestatigt werden kénnen, wurden Gehirnproben von
Rhesusaffen (M. mulatta) mit einem angepassten Retrovirus-spezifischem Microarray analysiert.
Die Behandlung der Tiere mit Antipsychotika und die Gewebeentnahme erfolgte am Department
of Physiology and Pharmacology; Wake Forest University School of Medicine, Winston-Salem,
NC, USA. Jeweils 10 Rhesusaffen wurden mit Haloperidol (0,07 mg/kg; b.i.d.) bzw. Clozapin
(2,6 mg/kg; b.i.d.) behandelt (O’Connor et al. 2006; O’Connor et al. 2007). Als Kontrolle dienten
Gewebeproben von zehn unbehandelten Tieren. Die Gehirnproben aus dem préafrontalen Cortex
wurden von S. Hemby (Wake Forrest University) und daraus praparierte cDNA von Marc Frohn-
meyer (lll. Medizinische Klinik, Medizinische Fakultdt Mannheim der Universitat Heidelberg) zur
Verfligung gestellt.
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Die Experimente wurden zusammen mit Marisa Schéffner wie in Kapitel 2.2.2.6 beschrieben
durchgefuhrt. Der Microarray beinhaltet mit 52 reprasentativen HERV pol(RT)-Sequenzen von
insgesamt 21 Gruppen alle HERV-Taxa, die sowohl im menschlichen Genom als auch im Altwelt-
affen-Genom vorkommen. Zusétzlich enthielt dieser Microarray acht Altweltaffen-spezifische ERV-
Gruppen, die ausschlieBlich im Genom von Altweltaffen, aber nicht im humanen Genom enthalten
sind (Han et al. 2007). Das ,Housekeeping“-Gen HPRT diente als interne Kontrolle der RNA-
Qualitat. Ein digital prozessiertes Alignment von 15 reprasentativen Proben ist in Abb. 21 darge-
stellt.

Eine konstante (H)ERV Expression zeigten die Klasse | HERVs E4-1, HERV-W und ERV9, Seq59,
sowie die Klasse Il HERVs HERV-KC4 (Abb. 21A). Darunter wies besonders HERV-KC4 eine
sehr hohe Expression auf. Im Vergleich dazu wurden einige differentiell aktive HERVs identifiziert,
die mit unterschiedlicher Haufigkeit in den Affenproben exprimiert sind. Diese Transkripte stamm-
ten von den Klasse | HERV Gruppen HERV-I, HERV-F, sowie Klasse Il HERV Gruppen HML-1,
HML-2, HML-4, HML-6, HML-7, HML-8 und HML-9.

Es konnte weder eine Expression der Gruppen HERV-FRD, HERV-H, HERV-ADP, HERV-R, noch
von HML-5 und HERV-L nachgewiesen werden. Nur bei HERV-T und HML-3 kdnnte in Abhangig-
keit der Behandlung ein leichter Unterschied in der Transkriptmenge vermutet werden. Vergleicht
man jedoch die Inzidenzen von HML-3 und HERV-T in der Kontrollgruppe mit der in beiden be-
handelten Gruppen, so konnte jeweils in acht von zehn Proben eine HML-3 Expression beob-
achtet werden. Im Gegensatz dazu zeigten sechs von zehn Kontrollproben, drei von zehn in der
Haloperidol-Gruppe und sieben von zehn in der Clozapin-Gruppe eine Expression von HERV-T.

Im Fall der Altweltaffen-spezifischen ERVs konnte keine Expression von MacERV5 und MacERV6
festgestellt werden (Abb. 21B). MacERV1, MacERV2 und MacERV3 waren ubiquitér exprimiert,
wobei MacERVS3 von allen Altweltaffen-spezifischen ERVs die héchste transkriptionelle Aktivitat
aufwies. MacERVK1, MacERVK2 und MacERV4 waren in allen Proben durchgehend deutlich,
aber eher schwach exprimiert. Im Gehirn der mit Haloperidol und Clozapin behandelten Tiere
konnte im Vergleich zu unbehandelten Tieren keine veranderte Transkription der Altweltaffen-
spezifischen ERVs festgestellt werden.
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Abb. 21 (H)ERV-Expressionsprofile im Motorkortex unbehandelter und mit Antipsychotika behandelter Rhesusaffen (M. Mulatta). Abgebildet sind Mi-
croarrays von jeweils finf Tieren, die nicht (Kontrolle) bzw. mit Haloperidol (0,07 mg/kg; b.i.d.) oder Clozapin (2,6 mg/kg; b.i.d.) behandelt wurden. Die (H)ERV
Expression wurde mittels Retrovirus-spezifischem Microarray (Seifarth et al. 2003) untersucht. Als interne Kontrolle fur die RNA-Qualitat diente das ,Housekee-

ping“-Gen HPRT. (A) Transkriptionsaktivitait HERV-verwandter ERVs. (B) Altweltaffen-spezifische ERVs.
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3.1.6 Expression von HERV-W, ERV9(ERV9) und HML-2 in postmortem Pro-
ben von Patienten mit Schizophrenie und bipolaren Stérungen

Im Zellkulturmodell hat VPA einen deutlichen Einfluss auf verschiedene HERV(Sub-)Gruppen,
vor allem HERV-W und ERV9, gezeigt. Beide HERV-Gruppen wurden mehrmals mit Schizophre-
nie in Verbindung gebracht (Karlsson et al. 2001; Weis et al. 2007; Perron et al. 2008; Yao et al.
2008). Folglich stellte sich die Frage, ob diese beiden HERV Elemente auch in Patienten mit Schi-
zophrenie oder Bipolaren Stérungen, die mit VPA behandelt wurden, eine erhéhte Expression
aufweisen im Vergleich zu Patienten ohne VPA Medikation, und ob es quantitative Unterschiede
in der HERV Expression zwischen Patienten und Gesunden gibt.

Deshalb wurden Gehirnproben von Patienten, die mit VPA therapiert worden waren mit Proben
von Patienten ohne VPA-Behandlung, sowie einer gesunden Kontrollgruppe verglichen. Zur Ver-
figung standen postmortem Gehirnproben des prafrontalen Kortex aus je 35 Patienten mit Schi-
zophrenie oder Bipolaren Stérungen, sowie 35 Proben von Gesunden (,,Stanley Medical Research
Institute“(SMRI), Baltimore, USA). In friheren Untersuchungen waren bereits Microarray Analysen
durchgefuhrt worden (Frank et al. 2005), jedoch erfolgte keine Quantifizierung der HERV-Tran-
skription. Aufgrund der Daten und unter Bericksichtigung der medikamentésen Behandlung wur-
den die Patientenproben nach Art der Erkrankung und nach VPA Therapie eingeteilt.

Nach Anwendung dieser Kriterien standen sechs Patientenproben von Schizophrenen zur Verfi-
gung, die mit VPA therapiert wurden. Zum Vergleich wurden sechs Proben von Schizophrenen
ohne VPA Behandlung herangezogen. Weitere zehn Proben von Patienten mit Bipolaren Stérun-
gen unter VPA-Behandlung, sowie zehn ohne VPA Behandlung konnten ermittelt werden. Darun-
ter waren vier Proben von Patienten ohne medikamentése Behandlung. Zum Vergleich wurden
zehn postmortem Proben aus der gesunden Kontrollgruppe ausgewahlt. Tab. 5 gibt einen Uber-
blick Uber die ausgewahlten Patienten hinsichtlich Art der Erkrankung, Alter, Geschlecht, Medika-
tion, sowie Konsum von Alkohol oder Drogen. Es wurde die Aktivitat von HML-2, HERV-W, ERV9
und p21 in 42 Proben quantitativ erfasst (Abb. 22).



Tab. 5 Patientendaten zu den postmortem-Gehirnproben hinsichtlich Alter, Geschlecht und Medika-
tion, sowie Konsum von Alkohol oder Drogen.

a) b) c)
Nr. Profil  Alter ~Geschlecht VPA Halop Risp Cloz Andere Alkohol Drogen
konsum  konsum
1 43 1 X X 0 0
2 41 1 X X X 3 3
3 19 1 X X 1 5
4 24 1 X X 5 5
5 47 1 X X X 2 1
6 schizo- 47 2 X X 1 0
7 phren 53 2 X X 5 0
8 31 1 X X 5 4
9 44 1 X 3 3
10 51 1 X 3 1
11 54 1 X 2
12 43 1 X 1 1
13 45 1 X X X 5
14 41 1 X X 5 4
15 44 1 X 2 1
16 59 2 X 1 0
17 54 1 X X 2 2
18 64 1 X X 0 0
19 59 1 X X 1 0
20 51 2 X X X 2 0
21 44 2 X X 0 0
22 | 56 2 X X 5 4
o3 PPolar g 2 X 3 5
24 42 1 5 5
25 41 1 4 5
26 35 1 2 2
27 43 2 X 4 4
28 33 2 X X 5 2
29 49 2 X 5 1
30 49 2 X 0 0
31 55 2 1 0
32 42 2 X 4 3
33 47 1 0 1
34 59 1 0 0
35 34 1 0 0
36 49 1 0 0
37 GERu 51 1 1 0
38 52 1 0 0
39 44 2 3 0
40 37 1 0 0
41 55 1 1 0
42 41 2 0 0

Abkulrzungen: Halop (Haloperidol), Risp (Risperidon), Cloz (Clozapin)

3 Geschlecht: 1= mannlich; 2= weiblich

b lebenslanger Alkoholkonsum: 0= kein/wenig; 1= sozial; 2= mittel in der Vergangenheit; 3= mittel in der
Gegenwart; 4= hoch in der Vergangenheit; 5= hoch in der Gegenwart;

° lebenslanger Drogenkonsum: 0= kein/wenig; 1= sozial; 2= mittel in der Vergangenheit; 3= mittel in der
Gegenwart; 4= hoch in der Vergangenheit; 5= hoch in der Gegenwart;
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Abb. 22 Quantitative Analyse der HML-2 (A), ERV9 (B), HERV-W (C) und p21 (D) Expression von 42
postmortem-Proben mittels gRT-PCR. Es wurden sechs Patienten mit Schizophrenie mit und sechs ohne
VPA Behandlung analysiert, sowie zehn mit VPA behandelte Patienten mit bipolaren Stérungen. Zum Ver-
gleich wurden zehn weitere Patienten mit bipolaren Stérungen ausgewahlt. Vier Patienten waren nicht me-
dikamentds (roter Kreis) und die anderen sechs mit anderen Medikamenten therapiert worden. Als Kontrolle
wurde die HERV Expression bei zehn gesunden Personen quantifiziert. Die Auswahl beruhte auf Patien-
tendaten des ,Stanley Medical Research Institute“(SMRI), Baltimore, USA (Tab. 5). Die Auswertung der
Daten erfolgte nach Pfaffl et al. (2001).

Jeder Punkt in Abb. 22 représentiert die aus Triplikaten gemittelte Expression eines einzelnen
Patienten, jeder Balken den ermittelten Durchschnittswert einer jeden Gruppe.

Bildet man den Durchschnittswert von HML-2 in allen gemessenen Proben, so lag dieser in der
gesunden, unbehandelten Kontrollgruppe bei 0,31 (Abb. 22A). Dagegen wurde eine durchschnitt-
liche HML-2 Aktivitéat von Schizophrenen mit oder ohne VPA bei 0,38 und bei mit VPA behandelten
Patienten mit bipolaren Stérungen von 0,44 bzw. ohne VPA-Therapie von 0,41 gemessen. Dies
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weist auf eine leichte, Erhdhung der HML-2 Expression in Patienten unabhangig von der Medi-
kation hin. AuBerdem konnte eine signifikant erhdhte Expression von HML-2 in Patienten mit Bi-
polaren Stérungen unabhéangig von der Behandlung im Vergleich zu Gesunden nachgewiesen
werden.

Auffallend bei ERV9 war die relativ hohe Expression von durchschnittlich 0,5 bis 0,6 im Vergleich
zu den anderen HERV Gruppen (Abb. 22B). ERV9 zeigte in beiden Patientengruppen leichte Un-
terschiede in der Transkriptmenge in Abhangigkeit der VPA-Behandlung. So lag der Durch-
schnittswert von ERV9 bei Schizophrenen mit VPA bei 0,63 und ohne VPA bei 0,57. Ebenso
konnte eine leicht erhdhte Expression von ERV9 in Patienten mit Bipolaren Stérungen und VPA
Behandlung mit 0,59 im Vergleich zu ohne VPA mit einem Durchschnittswert von 0,53 gemessen
werden. Interessanterweise zeigten die vier Patienten ohne jegliche medikament6se Behandlung
(roter Kreis), aber mit derselben Diagnose der Bipolaren Stérung eine annahernd &hnlich geringe
ERV9 Expression wie die gesunden Kontrollgruppe. Bei Patienten mit Schizophrenie war unab-
héngig von der Medikation die Expression von ERV9 signifikant erhdht. Dies wurde ebenfalls in
Patienten mit Bipolaren Stérungen ermittelt. Somit war ERV9 einerseits im Durchschnitt héher in
Patienten mit VPA als ohne VPA Behandlung mit derselben psychischen Erkrankung aktiv und an-
dererseits konnte eine leicht erhdhte Expression in Patienten unabhangig von der Diagnose im
Vergleich zu Gesunden nachgewiesen werden.

Im Gegensatz dazu war fur HERV-W in allen finf Gruppen unabhangig von der Medikation und
der Behandlung ein deutlich niedrigeres Expressionsniveau mit Durchschnittswerten unter 0,002
zu erkennen (Abb. 22C). Auch hier konnte eine leicht erhéhte Expression in Abhangigkeit der
VPA-Behandlung bei Schizophrenen (0,0016 zu 0,0014 ohne VPA) nachgewiesen werden. Wah-
renddessen war die HERV-W Expression bei beiden Gruppen der Bipolar Erkrankten und der ge-
sunden Kontrollgruppe mit 0,002 auf anndhernd gleichem Niveau.

Die meisten Patientendaten konzentrierten sich im Fall des Kontrollgens p21 auf einem mit HERV-W
vergleichbaren Expressionsniveau mit sehr niedrigen Werten unter 0,005 (Abb. 22D).

Um einen mdglichen Effekt von Alkohol oder Drogenkonsum auf die Expression von HML-2, ERV9
und HERV-W zu testen, wurden die Patienten jeweils in zwei Gruppen eingeteilt. Einmal wurde
der lebenslange Alkoholgenuss gewertet und alle Personen ab einem moderaten Alkoholkonsum
in der Gegenwart bis hin zu schwerer Alkoholabh&ngigkeit in der Vergangenheit oder der Gegen-
wart Personen mit keinem oder geringen Alkoholkonsum gegenubergestellt (vgl. Anhang A Abb.
38). Ebenso wurde nach gleichen Richtlinien eine Aufteilung nach Drogenkonsum vorgenommen.

Wahrend die durchschnittliche HML-2 Aktivitat in Abhangigkeit des Drogenkonsums gleichbleibt,
konnte in Bezug zu Alkohol eine leichte Erhdéhung ermittelt werden (Anhang A Abb. 38A). Im Ge-
gensatz dazu war bei ERV9 eine leicht erhdhte Expression sowohl nach Alkohol als auch nach
Drogenmissbrauch zu finden (Anhang A Abb. 38B). Die durchschnittliche Aktivitat von HERV-W
war in der Gruppe mit hohem Alkohol- und Drogenkonsum im Vergleich zur anderen Gruppe
leicht reduziert (Anhang A Abb. 38C).
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3.2 Regulation der HERV-K(HML-2) Transkription
3.2.1 Methylierungsstatus von unterschiedlich aktiven HERV-K(HML-2) Loci

Elemente der HERV-K(HML-2) Gruppe werden in einigen Patienten mit Schizophrenie oder Bi-
polaren Stérungen erhéht exprimiert gefunden (Frank et al. 2005). Da die Transkription dieser
HERV Gruppe nicht oder nur geringfugig durch die Medikation beeinflusst wird (vgl. 3.1), wurde
die Regulation der Aktivitat von HERV-K(HML-2) im Detail untersucht. Im Vorfeld dieser Arbeit
konnten bereits in menschlichem Gewebe transkriptionell aktive HERV-K(HML-2) Loci identifiziert
werden (Flockerzi et al. 2008). Hierfir wurden HML-2-Transkripte von flnf Patienten mit Schizo-
phrenie, finf mit Bipolaren Stérungen und finf Gesunden amplifiziert und kloniert. FUr dieses
Vorhaben wurden gag anstelle von pol Sequenzen zur Amplifikation verwendet, da gag Sequen-
zen in Retroviren weniger konserviert sind und deshalb eine Unterscheidung der dazugehdérigen
Loci ermdglichen. Insgesamt wurden 374 HERV-K(HML-2) Sequenzen analysiert und konnten
16 unterschiedlichen Loci zugeordnet werden. Davon wurden sieben eher selten und funf fast in
jeder Gehirnprobe detektiert. Die in Patienten mit Schizophrenie Uberreprasentierte
HERV-K(HML-2) Subgruppe HERV-K10 konnte einem Provirus auf Chromosom 5q33.3 (c5_A)
zugeordnet werden. Diese provirale Sequenz enthélt ein offenes Leseraster (ORF) flr alle gag
Proteine. In jeder Gehirnprobe waren c5_A Transkripte mit unterschiedlicher Haufigkeit (5-38%)
transkriptionell aktiv. AuBerdem wurden Transkripte von zwei Proviren (c6_A und c7_A) aus-
schlieBlich in einem Patienten mit Schizophrenie und von ¢6_A zusatzlich in einem Patienten mit
Bipolaren Stérungen gefunden. Beide Loci enthalten sowohl ORFs fir Gag, als auch fir Env Pro-
teine (Flockerzi et al. 2007; Flockerzi et al. 2008). Wie oben beschrieben wurden auch transkrip-
tionell aktive HERV-K(HML-2) Loci in der Teratokarzinom-Zelllinie (Tera-1) identifiziert (Ruprecht
et al. 2008). Hierfur wurden 24 HERV-K(HML-2) Sequenzen analysiert und konnten dem gag-
Bereich von funf unterschiedlichen Loci zugeordnet werden.

Anhand dieser Identifizierung von unterschiedlich aktiven HERV-K(HML-2) Loci im Gehirn und in
Teratokarzinomzellen wurden sieben Loci ausgesucht, um deren Methylierungsstatus in Zelllinien
und in den postmortem Gehirnproben von Patienten, aus denen die Transkripte urspringlich iso-
liert worden waren, zu bestimmen.
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Tab.6: Auswahl aktiver und inaktiver HERV-K(HML-2) Loci

Locus  Beschreibung nach Flockerzi et al/., 2008; Ruprecht et al., 2008

c3_B  Deutlich aktiv in Gehirnzellen, geringfligig in der humanen Teratokarzinom-Zelllinie (Tera-1)
c5_A

c6_A  Unterschiedlich aktiv in Patienten

c7_A

c11_A Geringe Aktivitat in menschlichem Gewebe

c12_A Komplett inaktivim menschlichen Gehirn; dient als Negativ-Kontrolle

Nicht aktiv im menschlichen Gehirn; jedoch deutlich aktiv in Tera-1 Zellen, stellen 50% aller
HERV-K(HML-2) Transkripte dar

c22_A

Es wurde der Methylierungsstatus von c5_A, c6_A und c7_A analysiert, da diese Loci nach den
Ergebnissen des Retrovirus-spezifischen Microarrays und der Sequenzierung des HERV-K(HML-2)
Transkriptoms in Patienten unterschiedlich aktiv sind (Frank et al. 2005; Flockerzi et al. 2008)
(Tab. 6). Der Locus c3_B wurde ausgewahlt, da er vor allem im menschlichen Gehirn aktiv ist,
c11_A aufgrund seiner geringen Aktivitdt im menschlichen Gewebe generell und c12_A diente
als Negativ-Kontrolle, da dieser Locus im Gehirn komplett inaktiv ist. Die humane Teratokarzi-
nom-Zelllinie Tera-1 wurde als Positivkontrolle verwendet, da HERV-K(HML-2) Proviren in dieser
Zelllinie hoch aktiv sind und die in dieser Zelllinie aktiven Loci bereits identifiziert wurden (Flockerzi
etal., 2008; Ruprecht et al., 2008). Deshalb wurde auch der Locus c22_A mit einbezogen, da 50%
der transkriptionellen Aktivitat der HERV-K(HML-2) Gruppe in Tera-1 Zellen auf diesen Locus zu-
rickzufiihren sind.

Betrachtet man die HERV Gruppe HERV-K(HML-2) naher, findet man rund 60 provirale Sequen-
zen und ca. 2500 einzelne LTR Elemente im menschlichen Genom (Mager et al. 2003). Hinzu
kommt, dass das menschliche Genom insgesamt etwa eine halbe Million retroviraler LTR Se-
guenzen enthélt. Dadurch wird die Optimierung individueller Primersequenzen, die die Analyse
eines einzigen Locus ermoglichen, erschwert. Das Problem wurde dadurch gel6st, dass die
Lforward“ Primer so gewahlt wurden, dass die Sequenz mit etwa 20 Basen im 5’flankierenden
Bereich beginnt und sechs Basen in die 5"HERV-K(HML-2) LTR hineinragt. Damit konnten Primer
etabliert werden, die spezifisch jeden einzelnen der sieben Loci erkennen. Diese Locus-spezifi-
schen forward“Primer wurden mit einem HERV-K(HML-2) Primer aus dem Ende der U3 Region
der LTR kombiniert (Lavie et al., 2005) (Abb. 23). Der Methylierungsstatus einzelner HERV-
K(HML-2) Loci wurde mittels Bisulfit-Sequenzierung ermittelt, und mindestens finf unabhangige
Klone wurden analysiert.
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Locus-spezifischer Reverser
Primer Primer

Abb. 23 Lage der optimierten Locus-spezifischen Primer. Zur Analyse des Methylierungsstatus einzel-
ner HERV-K(HML-2) Loci mussten spezifische Primersequenzen gefunden und einzelne Primer optimiert
werden. Da es mehr als 2500 LTR Sequenzen der gleichen HERV Gruppe im menschlichen Genom gibt,
wurden die forward“Primer so gewahlt, dass sie im flankierenden Bereich starten und mit sechs Basen in
die U3 Region des HERV-K(HML-2) Elements hineinragen. Der jeweils spezifisch auf einen Locus zuge-
schnittene Primer wurde mit einem ,reverse® Primer am Ende der U3 Region kombiniert (Lavie et al., 2005).
Jede Primerkombination unterschied sich in ihrer spezifischen Annealingtemperatur.

3.2.1.1 Methylierungsanalyse von unterschiedlich aktiven HERV-K(HML-2) Loci in der
Modellzelllinie Tera-1

Aufgrund der allgemein hohen HERV-K(HML-2) Aktivitat in Tera-1 Zellen diente diese als Positiv-
Kontrolle. Deshalb wurde zunachst der Methylierungsgrad der sieben ausgewahlten Loci in dieser
Zelllinie untersucht. Insgesamt zeigten die meisten untersuchten Loci eine geringe Methylierung
unter 50%. Betrachtet man den in Tera-1 Zellen deutlich aktiven Locus c22_A (Flockerzi et al.,
2008), so konnte eine fast vollstandige Demethylierung der Promotorsequenz festgestellt werden.
Lediglich 2% der CpG Dinukleotide waren methyliert (Abb. 24). Dies weist auf eine inverse Kor-
relation zwischen DNA-Methylierung und transkriptioneller Aktivitdt des HERV-K(HML-2) Locus
hin. Einen ebenfalls geringen Methylierungsgrad zeigte Locus c11_A mit 14%. Locus c5_A war
zu 25% und Locus c6_A zu 31% methyliert. Fur die Loci c7_A und c12_A konnte ein Methylie-
rungsgrad von 46% bzw. 43% ermittelt werden. Deutlich starker methyliert mit 73% war
Locus c3_B.
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Abb. 24: Schematische Darstellung des Methylierungsstatus einzelner HERV-K(HML-2) Loci in
Tera-1 Zellen. Insgesamt wurde die U3 Region von sieben HERV-K(HML-2) Loci mittels Bisulfit-Sequen-
zierung analysiert. Schwarz ausgefullte Kreise représentieren methylierte und helle Kreise nicht-methylierte
CpG Dinukleotide. Schematisch dargestellt ist die LTR mit der Lokalisation der beiden Primer. Der ,forward"
Primer beginnt im 5 flankierenden Bereich und reicht mit sechs Basen in die U3 Region hinein.
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3.2.1.2 Methylierungsanalyse der 5'LTR unterschiedlich aktiver HERV-K(HML-2) Loci in
gesundem Gehirngewebe

Im Vergleich zu Tera-1 Zellen konnte im gesunden Gehirn ein deutlich héherer Methylierungsgrad
fur alle sieben HERV-K(HML-2) Loci ermittelt werden (Abb. 25). Es waren mindestens 80% der
CpG Dinukleotide methyliert, d.h. die beiden Loci ¢5_A und ¢6_A waren zu 80%, Locus c11_Azu
83% und c3_B zu 85% methyliert. Einen Methylierungsgrad von 89% zeigten die Loci ¢c7_A und
c22_A. Eine vollstandige Methylierung der Promotorsequenz von 98% war fir den inaktiven Lokus
c12_Azu sehen. Dies weist erneut auf eine inverse Korrelation zwischen DNA-Methylierung und
transkriptioneller Aktivitat eines HERV-K(HML-2) Locus hin.

3.2.1.3 Methylierungsanalyse der 5'LTR unterschiedlich aktiver HERV-K(HML-2) Loci im
Gehirngewebe eines schizophrenen Patienten

Transkripte von zwei HERV-K(HML-2) Loci, c6_A und c7_A, wurden nur in einem Patienten mit
Schizophrenie nachgewiesen (Flockerzi et al., 2008). Deshalb wurde dieser Patient stellvertretend
ausgewahlt, um den Methylierungsstatus verschiedener HERV-K(HML-2) Loci zu untersuchen.
AuBerdem wird die Subgruppe HERV-K10, zu der der Locus c5_A als einziger aktiver Vertreter
zuzuordnen ist, Uberwiegend in Patienten mit Schizophrenie oder Bipolaren Erkrankungen expri-
miert. Es stellte sich die Frage, warum manche Loci eine unterschiedliche Aktivitat in einigen Pa-
tienten aufweisen und ob die DNA-Methylierung eine kausative Rolle spielen kdnnte. Deshalb
wurde das Methylierungsmuster der sieben HERV-K(HML-2) Loci in Gehirngewebe eines Schi-
zophreniepatienten untersucht.

Auch hier waren alle untersuchten HERV-K(HML-2) Loci zu mindestens 80% methyliert (Abb. 26).
Eine fast vollstandige Methylierung der Promotorsequenz lag mit 94% fur Locus c12_A und 96%
fir Locus c22_A vor. Die beiden Loci ¢6_A und c7_A, deren Aktivitat einzig in dem analysierten
Patienten gefunden wurde, waren mit 80 bzw. 85% im Vergleich zu den Ubrigen Loci am gering-
sten methyliert. Ein hoher Methylierungsgrad von 89% wurden ebenso fur den Locus c5_A fest-
gestellt. Die im Gehirn nur schwach exprimierten Loci ¢3_B und c11_A waren zu 96% bzw. 58%
ebenfalls stark methyliert.
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Abb. 25: Schematische Darstellung der Methylierung einzelner HERV-K(HML-2) Loci in einem gesun-
den Gehirn. Insgesamt wurde die U3 Region von sieben HERV-K(HML-2) Loci mittels Bisulfit-Sequenzie-
rung analysiert. Schwarz ausgefillte Kreise reprasentieren methylierte und helle Kreise nicht-methylierte
CpG Dinukleotide. Schematisch dargestellt ist die LTR mit der Lokalisation der beiden Primer. Der ,forward*
Primer beginnt im 5’flankierenden Bereich und reicht mit sechs Basen in die U3 Region hinein.
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Abb. 26: Schematische Darstellung der Methylierung einzelner HERV-K(HML-2) Loci in einem
schizophrenen Patienten. Insgesamt wurde die U3 Region von sieben HERV-K(HML-2) Loci mittels Bi-
sulfit-Sequenzierung analysiert. Schwarz ausgefillte Kreise représentieren methylierte und helle Kreise
nicht-methylierte CpG Dinukleotide. Schematisch dargestellt ist die LTR mit der Lokalisation der beiden
Primer. Der ,forward“ Primer beginnt im 5’ flankierenden Bereich und reicht mit sechs Basen in die U3 Re-
gion hinein.
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3.2.1.4 Korrelation zwischen Methylierungsgrad und Locus-Aktivitat

Beim Vergleich des Methylierungsstatus einzelner HERV-K(HML-2) Loci muss einerseits die re-
lative Transkripthdufigkeit dieser Loci berlcksichtigen werden und diese andererseits in Relation
zur gesamten HERV-K(HML-2) Aktivitat in den betreffenden Proben stehen.

Die Quantifizierung der Gesamt-HERV-K(HML-2) Aktivitat in Tera-1 Zellen und in den postmortem
Gehirnproben erfolgte mittels gRT-PCR. Hierfur wurden spezifische Primer im gag-Bereich ver-
wendet, da dieser Bereich auch fir die Identifizierung transkriptionell aktiver Loci herangezogen
worden war. Um eine Korrelation zwischen relativer Transkripthaufigkeit und Gesamt-
HERV-K(HML-2) Aktivitat zu ermoglichen, wurde der gag ,forward® Primer aus der Transkriptana-
lyse beibehalten und als zweiter Primer eine Sequenz ausgewabhlt, die ein fir die quantitative
PCR geeignetes Produkt mit einer Lange von etwa 150 Basen generiert.

Abb. 27 zeigt die bereits fruher analysierte Zusammensetzung transkriptionell aktiver
HERV-K(HML-2) Loci in Tera-1 Zellen und in den beiden oben analysierten postmortem Gehirn-
proben eines Gesunden und eines Schizophrenen (Flockerzi et al., 2008, Ruprecht et al., 2008)
bezogen auf die mit qRT-PCR ermittelte Gesamtmenge an HERV-K(HML-2) Transkripten. Beide
postmortem Proben zeigen eine &hnliche Zusammensetzung transkriptionell aktiver Loci und un-
terscheidet sich wesentlich von der Zusammensetzung der HML-2 Transkripte in Tera-1 Zellen.

Eine vergleichsweise starke Expression von HERV-K(HML-2) in Tera-1 Zellen wurde bereits im
HERV-spezifischen Microarray beobachtet (Daten nicht gezeigt). Die Quantifizierung durch qRT-
PCR ergab fir Tera-1 Zellen eine um das Flnffache héhere HERV-K(HML-2) Expression vergli-
chen mit den beiden Gehirnproben (Abb. 27). Aufgrund der vergleichsweise hohen
HERV-K(HML-2) Aktivitat in Tera-1 Zellen konnten diese Zellen als Positivkontrolle herangezogen
und deren Expression zur Normierung auf 100% gesetzt werden. Die prozentuale Zusammenset-
zung der Transkripte der aktiven Loci wurde auf den durch gRT-PCR ermittelten Wert fir die ge-
samte HERV-K(HML-2) Expression in den jeweiligen Zellen bezogen. Vergleicht man den
Methylierungsgrad der untersuchten HERV-K(HML-2) Loci mit der Transkriptionsaktivitat dieser
Loci bezogen auf die Gesamt-HERV-K(HML-2) Aktivitat, so findet man ebenfalls eine inverse Kor-
relation. Wie in Abb. 24 gezeigt, reicht der Methylierungsgrad ausgewéhlter HERV-K(HML-2) Loci
in Tera-1 Zellen von 2% bis 73%. HERV-K(HML-2) Proviren waren insgesamt in Tera-1 Zellen
stark aktiv (Abb. 27). Im Gegensatz dazu waren alle Loci im Gehirngewebe eines Gesunden und
eines schizophrenen Patienten mit Gber 80% stark methyliert (vgl. Abb. 25 und 26). Es war eine
deutlich geringere Gesamt-HERV-K(HML-2) Aktivitat in beiden postmortem Gehirnproben im Ver-
gleich zu Tera-1 Zellen zu verzeichnen (Abb. 27).



Ergebnisse 101

100%
90% T
80% 1T
70%
60%
50% =
40%
30%
20% 4+ —
N e Eae .
o |
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c22_A 2% 89% 96%
Hcl2_A 43% 98% 94%
cll B nt nt nt
cll_A 14% 83% 2%
Mc10_A nt nt nt
mc7 C nt nt nt
c7_B nt nt nt
c7_A 46% 89% 85%
W6 A 31% 80% 80%
Hc5 A 25% 80% 89%
Wc3_C nt nt nt
mc3 B 73% 85% 96%
mcl A nt nt nt

Abb. 27: HERV-K(HML-2) Aktivitat in Tera-1 Zellen und postmortem Gehirnproben eines Gesunden
und eines Schizophrenie-Patienten und Methylierungsgrad ausgewéhlter Loci. Die Gesamtaktivitat
von HERV-K(HML-2) wurde mit gag-spezifischen Primern anhand einer gqRT-PCR bestimmt. Die Expression
von HERV-K(HML-2) in der Positivkontrolle Tera-1 wurde zur Normierung herangezogen (100%). Der quan-
titative Wert wurde in Bezug zu der bereits im Vorfeld ermittelten Zusammensetzung transkriptionell aktiver
Loci gesetzt (Flockerzi et al, 2008; Ruprecht et al. 2008) (nt: not testatum). Die Tabelle zeigt einen Uberblick
Uber den Methylierungsgrad der einzelnen HERV-K(HML-2) Loci.
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3.3 Einfluss von VPA auf einzelne HERV-K(HML-2) Loci am Beispiel einer Mo-
dellzelllinie - Effekte auf epigenetischer Ebene?

Zwar haben die Medikamente Valproinsaure, Haloperidol, Risperidon und Clozapin nachweislich
keinen Einfluss auf die Gesamtaktivitat von HERV-K(HML-2) (vgl. 3.1), jedoch muss dies nicht fur
jeden einzelnen Locus zutreffen. Um die Auswirkung der Medikation auf verschiedene
HERV-K(HML-2) Loci im Vergleich zu unbehandelten Zellen unter standardisierten Bedingungen
zu testen, wurde die neurale Stammzelllinie HNSC.100 als Modell verwendet. Die proviralen Loci
wurden sowohl auf die Methylierung der HERV LTR Promotorregion als auch auf Chromatinmo-
difikationen hin untersucht. Dazu wurden HERV-K(HML-2) Loci ausgewéhlt, die in vorangegan-
genen Untersuchungen in Gehirnpoben als differentiell aktiv identifiziert worden waren (Flockerzi
et al. 2008), und deren Methylierungsmuster sowohl in Gehirngewebe als auch in der Teratokar-
zinomzellinie Tera1 bestimmt worden waren (vgl. 3.2.1).

3.3.1 Methylierungsstatus ausgewahlter HERV-K(HML-2) Loci in der Gehirnzelllinie
HNSC.100 nach Behandlung mit antipsychotischen Medikamenten

Zunachst wurde der Methylierungsgrad ausgewahlter HERV-K(HML-2) Loci in der unbehandelten
neuralen Stammzelllinie HNSC.100 analysiert. Uber die epigenetischen Wirkungen von Halo-
peridol, Risperidon und Clozapin in menschlichen Zellen ist derzeit wenig bekannt. Jedoch berich-
teten Shimabukuro et al. von einer Haloperidol-induzierten Veranderung in der DNA-Methylierung
von Leukozyten in Ratten (Shimabukuro et al. 2006). Auch konnte durch Clozapin die Hyperme-
thylierung des reelin Promotors in Mausen riickgangig gemacht werden (Dong et al. 2008). Um
zu testen, ob VPA, Haloperidol, Risperidon oder Clozapin den Methylierungsgrad einzelner HERV-
K(HML-2) Loci beeinflussen kdnnen, wurden Zellen 24 h mit den Medikamenten behandelt und
genomische DNA fir die Methode der Bisulfit-Sequenzierung isoliert. AuBerdem wurden die Zellen
zusatzlich mit dem Antikrebs-Medikament 5-Azacytidin behandelt, das als Cytidin-Analogon effek-
tiv die DNA-Methylierung verhindern kann.

Tab. 7: Methylierungsstatus sechs ausgewahlter HERV-K(HML-2) Loci in der Modellzelllinie
HNSC.100 im unbehandelten Zustand.

Locus Methylierungsgrad

c3_B 59%
c5_A 44%
c6_A 36%
c7_A 37%
cl1_A 60%

cl12_A 26%
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Der Methylierungsgrad aller untersuchten Loci in unbehandelten HNSC.100 Zellen war eher ge-
ring (Tab. 7). Der Locus c12_A war mit 26% am wenigsten und der Locus c¢3_B mit 59% bzw.
c11_A mit 60% am starksten methyliert. Die Gbrigen drei Loci ¢5_A, c6_A und c7_A lagen mit
44%, 36% und 37% im Mittelfeld. Insgesamt entsprach damit die Methylierung der HERV-K(HML-2)
Loci in HNSC.100 Zellen eher dem Methylierungsgrad in der Teratokarzinomzelllinie Tera-1 als
dem in Gehirngewebe (vgl. 3.2.1.1). Vergleicht man den Methylierungsstatus von Locus c¢3_B in
HNSC.100 Zellen, die mit unterschiedlichen Medikamenten im nicht-zytotoxischen Bereich behan-
delt wurden, so konnten nur leichte Schwankungen festgestellt werden (Tab. 8). Wahrend in un-
behandelten Zellen der Locus ¢3_B zu 59% methyliert war, war nach Behandlung mit VPA, aber
auch mit Haloperidol oder Risperidon ein geringer Anstieg methylierter CpG Dinukleotide auf 67%,
63% bzw. 68% zu verzeichnen. Lediglich nach Behandlung mit Clozapin- oder 5-Azacytidin er-
folgte eine leichte Verminderung des Methylierungsgrades um etwa 3 %. Insgesamt legen diese
Befunde nahe, dass antipsychotische Medkamente die Methylierung des HERV-K(HML-2) c3_B
Locus in HNSC.100 Zellen nicht wesentlich beeinflussen.

Tab. 8: Methylierungsgrad des Locus ¢3_B in HNSC.100 Zellen nach 24-stiindiger Behandlung mit
1 mM VPA, 5 uM Haloperidol, 5 uM Risperidon, 5 uM Clozapin oder 1 yM 5-Azacytidin im Vergleich
zu unbehandelten Zellen.

Locus c3_B Methylierungsgrad

unbehandelt 59%
VPA 67%
Haloperidol 63%
Risperidon 68%
Clozapin 55%
5-Azacytidin 56%

3.3.2 Chromatin-Status ausgewahlter HERV-K(HML-2) Loci in VPA behandel-
ten HNSC.100 Zellen mittels Chromatin-Immunopréazipitation

Antipsychotische Medikamente wie VPA wurden bereits mit einer Veranderung des Chromatin-
Status in Zusammenhang gebracht (Dong et al., 2008). Als Histon-Deacetylase-Inhibitor (HDACi)
bewirkt VPA einen hdéheren Acetylierungsstatus von Histonen und damit eine Auflockerung des
Chromatins. Dies kann eine erhéhte Genexpression zur Folge haben.

Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Uberreprasentation von HERV-K(HML-2) in Ge-
hirnproben von schizophrenen und bipolaren Patienten (Frank et al., 2005) eventuell auf den Ein-
fluss verabreichter antipsychotischer Medikamente auf einzelne HERV-Loci zurlickzufihren ist.
Aus diesem Grund wurde der Chromatin-Status von vier HERV-K(HML-2)-Loci (c3_B, c5_A, c6_A
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und c¢7_A) in unbehandelten und mit 1 mM VPA behandelten HNSC.100 Zellen mittels Chroma-
tin-Immunoprazipitation (ChlIP) analysiert. Der Locus ¢3_B wurde ausgewahlt, da er im humanen
Gehirn ubiquitar exprimiert wird und die Loci ¢5_A, c6_A und c7_A aufgrund ihrer Assoziation mit
Schizophrenie. Anhand der neuralen Stammzelllinie HNSC.100 sollte demonstriert werden, dass
es mdoglich ist, den Chromatinstatus auf der Ebene einzelner HERV Loci zu untersuchen, da zu
diesem Thema bisher noch keine Veroéffentlichungen existieren. Es ist anzunehmen, dass die Re-
gulation der HERV-Expression durch Modifizierung der Histone &hnlich wie bei humanen zellul&-
ren Genen oder bei Retrotransposons der Maus verlauft (Martens et al. 2005; Mikkelsen et al.
2007; Maksakova et al. 2008).

Die Lokalisation der fur jeden Locus spezifischen Primer entsprach dem Bereich, der auch fur
die Methylierungsanalysen herangezogen wurde und amplifiziert eine Sequenz des Promotorbe-
reichs von HERV-K(HML-2) (vgl. 3.2). Fir die ChIP wurden DNA-gebundene Proteine (vorwie-
gend Histone) mit der DNA durch Fixierung quervernetzt, die DNA durch Sonifikation fragmentiert
und anschlieBend mit spezifischen Antikbrpern préazipitiert. Der Erfolg der Methode wurde durch
die Prazipitation mit einem Antikérper gegen Histon 3 (H3) getestet. Als Negativkontrolle diente
ein Antikérper gegen Immunglobulin G (IgG). Zum Nachweis eines aktiven Chromatinstatus wurde
ein Antikérper gegen acetyliertes Histon 3 (H3Ac) verwendet, das ein genereller Marker fir den
aktiven Chromatinstatus und damit transkriptionell aktive Gene darstellt. Die prazipitierte DNA
konnte anschlieBend mit fir jeden Locus spezifischen Primern quantifiziert werden. Frihere Stu-
dien haben ergeben, dass VPA den Acetylierungsstatus des Chromatins und damit die Regulation
des p21-Gens im Gehirn beeinflusst (Gurvich et al. 2004; Li et al. 2005). Daher wurden als
Kontrolle auBerdem zwei verschiedene Primerpaare zur Quantifizierung der Promotorregion des
p21-Gens verwendet (Chen et al. 2004).
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Abb. 28: Chromatin-Status vier ausgewahlter HERV-K(HML-2) Loci (c7_A, c6_A, ¢c5_A und ¢3_B) in
mit VPA behandelten HNSC.100 Zellen bezogen auf unbehandelte Zellen. Dargestellt ist das Verhéltnis
von H3Ac zu H3 der VPA-behandelten Probe relativ zum Verhaltnis von H3Ac zu H3 der unbehandelten
Probe. Die Zellen wurden mit 1 mM VPA 24 h behandelt und der Chromatinstatus durch ChIP mit Antikdr-
pern gegen H3 und die acetylierte Form H3Ac analysiert. Als Kontrolle wurde zusatzlich der Chromatin-Sta-
tus von p21 mit zwei verschiedenen Primerpaaren quantifiziert.
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Es wurde fir jeden Locus der Anteil der mit spezifischen Antikdrpern gegen H3- und gegen H3Ac-
prazipitierten DNA im Vergleich zum Ausgangsmaterial ermittelt und anschlieBend diese Anteile
fir H3 und H3Ac in Relation gesetzt. Dieses Verhaltnis weist darauf hin, ob an einen spezifische
Lokus mehr oder weniger acetyliertes Chromatin gebunden ist.

Abb. 28 zeigt um welchen Faktor sich dieses Verhéltnis in mit VPA behandelten Zellen von dem
in nicht behandelten Zellen unterscheidet. Die Werte fur prazipitierte DNA zu Ausgangsmaterial
fur IgG (Negativkontrolle) lagen stets unter 0,1. Betrachtet man Locus ¢7_A, so lag das Verhaltnis
acetyliertes, aktives Histon (H3Ac) zu H3 in behandelten Zellen um ein 40-faches héher als in un-
behandelten Zellen. Im Gegensatz dazu blieben die Loci c6_A, c¢5_A und c¢3_B durch die
Behandlung mit VPA eher unbeeinflusst. Ein Effekt von VPA auf p21 (circa 13 fache Erhéhung des
Anteils an acetyliertem Histon 3) konnte mit beiden Primerpaaren bestéatigt werden. Insgesamt
zeigen diese Ergebnisse, dass VPA den Chromatinstatus einzelner HERV-K(HML-2) Loci beein-
flussen kann.

3.4 Regulation der HERV-LTR gesteuerten Expression nach de novo Infektion
mit HERV-MLV Hybridvektoren

Das menschliche Genom beinhaltet annédhernd 500.000 endogene LTR (,Long Terminal Repeat")
Sequenzen retroviralen Ursprungs, die als mobile regulatorische Elemente angesehen werden
kénnen. So wurden im Laufe der Evolution einige HERV-LTRs zur Regulation der zellularen Gen-
expression herangezogen. Aktuelle Studien berichten, dass mindestens 5,8% der menschlichen
Gene von HERV-LTRs kontrolliert werden (Piriyapongsa et al. 2007; Conley et al. 2008). Viele
LTRs sind noch transkriptionell aktiv und zeigen ein zelltypspezifisches Expressionsprofil. Auf-
grund dieser Eigenschaften kénnten HERV-LTRs nitzliche Bausteine bei der Konstruktion zell-
typspezifischer, retroviraler Vektoren sein, die in der Gentherapie Anwendungen finden kénnen.
Um dies zu testen wurden auf dem murinen Retrovirus MLV basierende Promotor-Konversions-
Vektoren verwendet, in die die entsprechende HERV-U3 oder U3-R Sequenz aus LTRs der HERV-
Gruppen HERV-H oder HERV-L bereits kloniert waren (Schén et al. 2009). Beide HERV Gruppen
unterscheiden sich in ihrem Expressionsprofil und ihrer Zelltypspezifitat (Schon et al. 2001). Nach
Infektion der Zielzelllinien MIAPaCa-2 (Pankreaskarzinom), HaCaT (Hautkeratinozyten), HeLa
(Zervixkarzinom) und LC5-HelLa (HeLa-Subklon) (Mellert et al. 1990; Schoén et al. 2009) mit den
HERV-MLV Hybridvektoren vermittelt der entsprechende HERV-Promotor eine vom Zelltyp abhén-
gige Expression des Reportergens eGFP, wie mittels FACS Analyse verfolgt werden konnte
(Schén et al. 2009). HERV-L wird zelltypspezifisch exprimiert und zeigt fast ausschlieBlich eine
hohe Expression in HaCaT und HelLa Zellen. Im Vergleich dazu ist HERV-H in vielen Zelllinien
aktiv und zeigt in allen vier Zielzellen eine Expression.

Um herauszufinden, ob neu ins Genom eingebrachte HERV- LTRs Uber einen langeren Zeitraum
aktiv bleiben und somit eine langfristige Expression des therapeutischen Gens vermitteln kénnen,
wurde nun die HERV LTR gesteuerte Reportergenexpression acht reprasentativer mit pLXSN-



HERV-H oder pLXSN-HERV-L Hybridvektoren infizierter Zellklone Uber einen Zeitraum von sechs
Monaten gemessen. Darlber hinaus sollten diese Untersuchungen Informationen dartber liefern,
wie neu ins Genom eingebrachte HERV LTR Sequenzen im Vergleich zu den bisher analysierten,
seit mehreren Millionen Jahren dauerhaft im Genom integrierten HERV Elementen reguliert wer-
den.

3.4.1 Expressionsaktivitat verschiedener HERV-H und HERV-L Vektoren in
infizierten Zellklonen uber einen Zeitraum von sechs Monaten

Es wurden jeweils zwei reprasentative Vertreter von insgesamt vier unterschiedlichen LXSN-
HERV Klonen (Abb. 29, Tab. 9) kultiviert, um deren Promotoraktivitat tiber mehrere Monate mittels
FACS Analyse zu verfolgen.
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Abb. 29: Schematische Darstellung der vier Vektorkonstrukte, wie sie in den Zielzellen integriert
als Proviren vorliegen (A). Zusétzlich ist der provirale Ausgangsvektor LXSN mit MLV-Promotor ab-
gebildet (B). Schwarz gekennzeichnet sind die entsprechenden HERV-H oder HERV-L (U3 oder U3-R)
Sequenzen. In WeiB dargestellt sind die MLV Regionen. Das Reportergen egfp steht unter der Kontrolle des
entsprechenden HERV-Promotors bzw. im LXSN Vektor unter der Kontrolle des MLV Promotors. Fir Se-
lektionszwecke ist ein Neomycingen vorhanden, W: Verpackungssignal.

Tab. 9: Vektorkonstrukte und Zellklone

Provirales Vektorkonstrukt Infizierte Zelllinien
LXSN-HERV-L-CordR HelLa HaCaT

LXSN-HERV-H-CL1 MIAPaCa-2 LC5-Hela
LXSN-HERV-H-MC16 MIAPaCa-2 LC5-Hela
LXSN-HERV-H-MC16R MIAPaCa-2 LC5-Hela

LXSN Hela, MIAPaCa-2, LC5-HelLa, HaCaT
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Es handelte sich dabei um je zwei Klone von LXSN-HERV-L-CordR in HeLa und HaCaT Zellen,
sowie von LXSN-HERV-H-CL1, LXSN-HERV-H-MC16 und LXSN-HERV-H-MC16R in MIAPaCa-2
und LC5-HelLa Zellen, deren Promotoraktivitaten bereits in friheren Untersuchungen ermittelt
worden waren (Tab. 9) (Schén et al. 2009).

Die Zellen wurden aufgetaut und zwei Wochen in Selektionsmedium kultiviert. AnschlieBend wur-
den die Zellen stets ohne Selektionsmedium passagiert und nach circa einer Woche erstmals
nach dem Auftauen nach standardisierter Methode mittels FACS Analyse untersucht. Es wurden
mindestens 50.000 Zellen auf ihre Grinfluoreszenz hin analysiert. Die Messungen erfolgten die
ersten 16 Wochen im Abstand von jeweils zwei Wochen und anschlieBend alle drei Wochen.
Wahrenddessen wurden die Zellen je nach Zelldichte alle drei bis vier Tage passagiert. Als Ne-
gativkontrolle wurden zusétzlich nicht infizierte Zellen (MIAPaCa-2, HaCaT, HelLa und LC5-HelLa)
analysiert, die unter gleichen Bedingungen kultiviert wurden und zur Standardisierung der FACS-
Analyse dienten. Ebenfalls zur Kontrolle wurden jeweils die gleichen Zellen mit dem Ursprungs-
vektor pLXSN (Abb. 29 B; Tab. 9), der anstelle eines HERV-Promotors einen MLV-Promotor
beinhaltet, nach der von Schén et al. beschriebener Vorgehensweise infiziert und ebenfalls nach
zweiwOchiger Selektion ohne Selektionsmedium weiter kultiviert (Schén et al. 2009). Um einen
maoglichen Einfluss des Einfrierens auf die Reportergenaktivitéat auszuschlieBen, wurde die eine
Halfte eines LXSN-Klons eingefroren, wéahrend die andere Hélfte unter standardisierten Bedingun-
gen weiter kultiviert wurde. Ein Vergleich beider Reportergenaktivitdten nach erneutem Auftauen
der ersten Charge ergab keine Abweichungen (Daten nicht gezeigt).

Der prozentuale Anteil grin fluoreszierender Zellen aller acht Zelllinien tber einen Zeitraum von
sechs Monaten ohne Selektionsmedium ist in Abb. 30A-D dargestellt. Zum Vergleich wurden je-
weils die Zellklone des gleichen Vektorkonstrukts in zwei unterschiedlichen Zelltypen zusammen-
gefasst. Ebenfalls abgebildet ist jeweils die erste FACS Analyse zwei Wochen nach Infektion, die
die Aktivitat des jeweiligen HERV Promotors anhand der Expression des Reportergens demon-
striert. Diese Daten sowie sieben der acht untersuchten Zellklone wurden freundlicherweise von
Laura Leitner zur Verfigung gestellt. Der LC5-HelLa Zellklon mit dem integrierten Vektor LXSN-
HERV-H-MC16R wurde im Rahmen meiner Diplomarbeit generiert (Diem, unverdffentlicht). In
sieben der acht Falle wiesen zu Beginn Uber 93% der Zellen eine HERV gesteuerte Reportergen-
aktivitat auf. Eine Ausnahme stellte der MIAPaCa-2 Klon LXSN-HERV-H-MC16 dar, bei dem be-
reits die erste FACS Analyse nach zwei Wochen ergab, dass nur 30% aller Zellen das
Reportergen exprimierten (Abb. 30C).

Der HERV-L Promotor vermittelte in beiden LXSN-HERV-L-CordR Zellklonen (HeLa und HaCaT)
auch nach 28 Wochen eine auBerst stabile Expression des Reportergens egfp (Abb. 30A). Nach
25 Wochen war der Anteil fluoreszierender Zellen in LXSN-HERV-L-CordR/HaCaT leicht zurlick-
gegangen, jedoch konnte nach 28 Wochen erneut ein ahnlich hoher Anteil von Gber 95% gemes-
sen werden, was auf eine stabile Expressionsaktivitat hinweist. Die leichten Schwankungen
kdénnten durch variierende Zellkulturbedingungen bedingt sein.

Eine ebenfalls konstante Expression Uber den gesamten Zeitraum war bei den Klonen LXSN-
HERV-H-CL1/MIAPaCa-2 und LXSN-HERV-H-CL1/LC5-HelLa zu verzeichnen (Abb. 30 B).
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Vergleicht man den Anteil griin fluoreszierender Zellen der LXSN-HERV-H-MC16 Klone miteinan-
der, so konnte in MIAPaCa-2 Zellen bereits nach acht Wochen ein Rickgang eGFP exprimieren-
der Zellen von 30% bis auf etwa 15% festgestellt werden (Abb. 30C blau). Im Gegensatz dazu
blieb der Anteil grin fluoreszierender Zellen in LC5-HelLa Zellen Uber sechs Monate konstant er-
halten (rot dargestellt). Ahnlich verhielt sich der Vektor LXSN-HERV-H-MC16R, der noch zusétz-
lich die R-Region der HERV-H LTR beinhaltet, in LC5-HelLa Zellen (Abb. 30D). So blieb der hohe
Anteil von Uber 90% grin fluoreszierender Zellen in den LC5-HelLa Zellen auch nach 28 Wochen
stabil. Jedoch fiel auch bei diesem Vektor in MIAPaCa-2 Zellen der Anteil grin fluoreszierender
Zellen innerhalb von neun Wochen von 73% auf unter 40% ab (Abb. 30D blau). Nach 22 Wochen
exprimierten nur noch 20% das Reportergen, jedoch stieg anschlieBend der Anteil wieder auf
38% an. Dieser Klon wies auBerdem als einziger nach dem Auftauen einen Verlust von knapp
18% an griinen Zellen auf.

Insgesamt wurde in sechs von acht Zellklonen, deren Reportergenexpression Uber einen Zeitraum
von mehr als sechs Monaten ohne Selektionsmedium gemessen wurde, eine stabile Expression
nachgewiesen.
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Abb. 30: HERV Promotor-gesteuerte Expression des Reportergens eGFP liber einen Zeitraum von
sechs Monaten. Es wurde jeweils die Grunfluoreszenz von zwei reprasentativen Zellklonen gemessen. Ab-
gebildet sind mit LXSN-HERV-L-CordR infizierte HeLa und HaCaT Zellen (A) und mit LXSN-HERV-H-CL1
(B), LXSN-HERV-H-MC16 (C) oder LXSN-HERV-H-MC16R (D) infizierte MIAPaCa-2 und LC5-HeLa Zellen.
Nach abgeschlossener zweiwdchiger Selektion nach der Infektion wurde die Reportergenaktivitat der Zell-
klone mittels FACS Analyse bestimmt und die Zellen anschlieBend eingefroren. Nach dem Auftauen wurden
die Zellen nochmals zwei Wochen mit Selektionsmedium passagiert und anschlieBend stets ohne Selekti-
onsmedium kultiviert. Die FACS-Analyse erfolgte anfangs alle zwei, ab der 16. Wochen alle drei Wochen
nach standardisierter Methode (Schén et al. 2009). [Abb. B, C, D nachste Seite]
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lichsten Verlust an Reportergenaktivitat wies, wie in Abb. 30D gezeigt LXSN-HERV-H-MC16R in
MIAPaCa-2 Zellen auf. Die dazugehdrigen Histogramme nach zwei, sieben und 22 Wochen post
Infektion sollen den Ruckgang grin-fluoreszierender Zellen verdeutlichen (Abb. 31; griin darge-
stellt). Die Histogramme zeigen die Anzahl griin fluoreszierender Zellen in Abhangigkeit der Inten-
sitat der eGFP Fluoreszenz (FL1-H). Nach zwei Wochen war der Anteil nicht-fluoreszierender
Zellen der gleichen Zellpopulation auf ein Minimum beschrénkt (schwarze Linie). Nach sieben
Wochen &nderte sich jedoch das Verhéltnis und der Anteil griin-fluoreszierender Zellen sank auf
72%. Nach 22 Wochen waren nur noch 20% der Zellen griin fluoreszierend. Die Grinde fiir den
signifikanten Ruckgang kdnnen vielfaltigen Ursprungs sein. Dies sollte bei weiteren Untersuchun-
gen geklart werden.

1500

1000 92% 72% ] 20%

Zellzahl

500

10' 10° 10° 10* 10' 10? 10° 10" 10' 10? 10° 10*

2 Wochen post Infektion 7 Wochen post Infektion 22 Wochen post Infektion

FL1-H

Abb. 31: Histogramme des Klons LXSN-HERV-H-MC16R/MIAPaCa-2 zu drei verschiedenen Zeitpunk-
ten nach Infektion (2, 7 und 22 Wochen). Gemessen wurden stets der Anteil grin fluoreszierender Zellen
(grun dargestellt) und die Intensitat der Fluoreszenz (Kanal FL-1). Ebenfalls gezeigt ist der Anteil der glei-
chen Population nicht-fluoreszierender Zellen (schwarze Linie). Es wurden mindestens 50.000 Zellen aus-
gewertet.
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Abb. 32: MLV-Promotor gesteuerte Expression des Reportergens eGFP liber einen Zeitraum von
sechs Monaten. Die Zellen HelLa, LC5-HelLa, MIAPaCa-2 und HaCaT wurden mit dem Ursprungsvektor
pLXSN (Abb. 29B) infiziert, zwei Wochen selektioniert und die Reportergenaktivitat mittels FACS Analyse
bestimmt. Die weitere Kultivierung erfolgte nach standardisierten Bedingungen ohne Selektionsmedium.
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Zum Vergleich wurde zuséatzlich der Anteil grin-fluoreszierender Zellen in den Klonen LXSN/HelLa,
LXSN/LC5-HeLa, LXSN/MIAPaCa-2 und LXSN/HaCaT bestimmt. Drei Klone (LXSN/Hela,
LXSN/LC5-HelLa und LXSN/MIAPaCa-2) zeigten einen konstant hohen Prozentsatz von anné-
hernd 100% grun fluoreszierender Zellen (Abb. 32). Eine Ausnahme stellte aufgrund eines leich-
ten, aber stetigen Rickgangs um 18% der Klon LXSN/HaCaT dar.

3.4.2 Der Ruckgang der Reportergenexpression in MIAPaCa-2 Zellen ist
vermutlich nicht auf einen Verlust des Provirus zuriickzufiihren

Eine Verminderung der Anzahl griin fluoreszierender Zellen einer Population kénnte zunéachst in
einem Verlust des integrierten Vektors begrindet sein. Um dies zu Uberprifen wurde mittels
gRT-PCR die relative Menge von egfp in der genomischer DNA in Bezug zu einem Referenzgen
zu Zeitpunkten quantifiziert, an denen der gréBte Abfall an Reportergenexpression zu verzeichnen
war (Abb. 33). Dieser lag fir LXSN-HERV-H-MC16R/MIAPaCa-2 bei acht und fur LXSN-HERV-
H-MC16/MIAPaCa-2 bei 14 Wochen nach Infektion. Als Bezugspunkt wurde die relative Menge
des egfp Gens direkt nach dem Auftauen in Woche sieben nach Infektion bestimmt. Als Refe-
renzgen wurde das beta-Globin verwendet, das in funf funktionellen Kopien und einem Pseudo-
gen pro haploidem Genom vorkommt. Es konnte keine verminderte Kopienzahl des egfp
Reportergens im Vergleich zum Beta-Globingen sowohl nach acht bzw. 14 Wochen nachgewiesen
werden (Abb. 33). Dies lasst vermuten, dass die Anzahl der Proviren pro Zelle im Klon LXSN-
HERV-H-MC16R/MIAPaCa-2 zu den gemessenen Zeitpunkten (sieben, acht und 14) in etwa kon-
stant blieb, wahrend die Expressionsaktivitit von 74% auf 37% absank. Auch fur
LXSN-HERV-H-MC16 konnte in MIAPaCa-2 Zellen trotz reduzierter Reportergenaktivitat kein we-
sentlicher Unterschied in der relativen Menge des egfp Gens zu denselben Zeitpunkten ermittelt
werden.

relative egfp Menge

7 8 9 10 11 12 13 14

Wochen nach Infektion

B | XSN-HERV-H-MC16/MIAPaCa-2 ®LXSN-HERV-H-MC 16R/MIAPaCa-2

Abb. 33: Quantitative Bestimmung der Proviruskopien von LXSN-HERV-H-MC16 und LXSN-HERV-
H-MC16R in MIAPaCa-2 Zellen nach sieben, acht und 14 Wochen nach Infektion. Die Zeitpunkte wur-
den gewéhlt, da nach acht bzw. 14 Wochen der gréBte Abfall der Reportergenexpression zu verzeichnen
war. Zur Quantifizierung mittels gRT-PCR diente als Referenzgen Beta-Globin. Die Messung erfolgte in
Triplikaten, es wurden jeweils der Mittelwert und die dazugehoérigen Standardabweichungen angegeben.
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3.4.3 Mutationen im regulatorischen Bereich oder im Reportergen als mog-
liche Ursache fiir die verringerte Expression

Als weitere mdgliche Ursache fur den Aktivitatsabfall der beiden Vektoren in MIAPaCa-2 Zellen
wurde untersucht, ob die reduzierte transkriptionelle Aktivitat durch Mutationen im regulatorischen
Bereich der LTR oder in der Reportergensequenz verursacht wird. Um die regulatorischen Se-
quenzen der LTR aus der genomischen DNA der Zellen zu isolieren, wurden Primer verwendet,
die die 1,2 kb groBen Fragmente von Beginn der HERV U3-Region bis zum Anfang von egfp am-
plifizierten. Zuséatzlich wurde das gesamte egfp Reportergen amplifiziert und beide Amplifikate
wurden in den Vektor pGEMT kloniert. Es wurden acht bis zehn Sequenzen eines jeden Abschnit-
tes der Klone LXSN-HERV-H-MC16/MIAPaCa-2 und LXSN-HERV-H-MC16R/MIAPaCa-2 ausge-
wertet.

Sowohl im Klon LXSN-HERV-H-MC16/MIAPaCa-2 als auch LXSN-HERV-H-MC16R/MIAPaCa-2
waren keine Mutationen in der 5'LTR nachzuweisen (Daten nicht gezeigt). Jedoch konnte bei
LXSN-HERV-H-MC16R/MIAPaCa-2 eine Deletion im MLV R-U5 Bereich innerhalb der 3'LTR ge-
funden werden, die jedoch keinen Einfluss auf die HERV-vermittelte Reportergenaktivitat ausibt.
Das Reportergen egfp war in beiden Falle vollstandig intakt (Daten nicht gezeigt).

3.4.4 Behandlung eines teilweise inaktivierten Zellklons mit verschiedenen
epigenetisch wirksamen Medikamenten - ein Reaktivierungsversuch

Eine weitere Ursache fur den Abfall der Genexpression kénnte das Stilllegen des entsprechenden
Promotorabschnittes durch epigenetische Modifikationen sein. So kann die transkriptionelle Ak-
tivitdt durch Bindung einer Methylgruppe am C5-Atom eines Cytosins in einem CpG Dinukleotid
beeinflusst werden (vgl. 1.2.6). Es ist bekannt, dass die DNA Methylierung eine wichtige Rolle im
Saugergenom spielt, um die Retrotransposition von HERVs und anderen Retroelementen zu ver-
hindern (Yoder et al. 1997). Tats&chlich sind viele HERVs aufgrund von DNA Methylierung inaktiv
(Reiss et al. 2007, Lavie et al. 2005). AuBerdem kénnen auch Chromatinmodifikationen, wie die
Acetylierung von Histon-Proteinen eine wichtige Rolle bei der Regulation der Genexpression spie-
len (vgl. 1.2.6). Wahrend die Acetylierung von Histonen (Uberwiegend von H3) zu einer Auflocke-
rung des Chromatins und damit zu einer transkriptionellen Aktivierung fuhren kann, bedingt die
Deacetylierung von Histonen eine Kondensation des Chromatins und damit eine Repression der
Transkription. Einen indirekten Hinweis fur eine Beteiligung der DNA Methylierung oder Chroma-
tin-Modifikation kann die Behandlungen mit verschiedenen Medikamenten liefern, die DNA
und/oder Chromatin epigenetisch modifizieren kénnen.
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3.4.4.1 Zytotoxische Effekte verschiedener Medikamente auf MIAPaCa-2 Zellen

Zunachst wurde die Vitalitat der MIAPaCa-2 Zellen nach Zugabe verschiedener Medikamente
mit Hilfe eines MTT Tests Uberprift. Dazu wurden ansteigende Konzentrationen (0,3 bis 10 yM)
der Medikamente Haloperidol, Risperidon, Clozapin und 5-Azacytidin sowie VPA (0,3 bis 10 mM)
verwendet und die Zellen insgesamt 24 h, 48 h oder 72 h inkubiert. Aufgrund der Instabilitat von
5-Azacytidin in wassrigen Lésungen mit einem Aktivitatsverlust von etwa 10% innerhalb von drei
Stunden, wurde dieses Medikament taglich frisch verabreicht.

Bei allen Behandlungen waren nach 24 h selbst bei den héchsten Konzentrationen keine signifi-
kanten zytotoxischen Effekte sichtbar (Abb. 34A). Das MTT Signal als MaB fiir die Zellvitalitat lag
im Vergleich zu unbehandelten Zellen immer Gber 80%. Im Gegensatz dazu war nach 48 h Inku-
bation vor allem mit VPA (bei 10 mM Ruckgang auf etwa 40%) und 5-Azacytidin (bei 10 M Ruck-
gang auf unter 60%) eine Beeintrachtigung der Zellvitalitat zu verzeichnen (Abb. 34B). Auch
Clozapin lieB ab einer Konzentration von 5 uM einen leichten Riickgang erkennen. Haloperidol
und Risperidon zeigten unabh&ngig von der Konzentration einen ahnlichen Verlauf in der Zellvi-
talitat. Nach 72 h war ein deutlich zytotoxischer Effekt in VPA-behandelten Zellen sichtbar
(Abb. 34C). Nach Behandlung mit 5 mM VPA sank der Wert auf unter 60% und nach Behandlung
mit 10 mM VPA auf unter 17%. Aufgrund der Resultate wurden die Konzentrationen der Medika-
mente so gewahlt, dass keine EinbuB3en in der Zellvitalitat zu erwarten waren. Es wurde in wei-
terflihrenden Experimenten von VPA 1 mM, von Haloperidol, Risperidon und Clozapin 5 yM und
von 5-Azacytidin 1 yM verwendet.
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Abb. 34: Untersuchung des zytotoxischen Effekts verschiedener Medikamente auf MIAPaCa-2 Zellen
mit Hilfe eines MTT Tests nach standardisierten Bedingungen. Die Zellen wurden 24 h (A), 48 h (B)
oder 72 h (C) mit ansteigenden Konzentrationen von Haloperidol, Risperidon, Clozapin oder 5-Azacytidin
(0,3 bis 10 pM) bzw. VPA (0,3 bis 10 mM) behandelt. Alle Messungen wurden in Triplikaten durchgefuhrt
und die Daten auf eine unbehandelte Kontrollgruppe normiert (100%). Ein zytotoxischer Effekt wurde ab
einer Zellvitalitat von unter 80% festgelegt.
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3.4.4.2 Aktivitat des HERV Promoters von LXSN-HERV-H-MC16 in MIAPaCa-2 Zellen nach
Behandlung mit epigenetisch wirksamen Medikamenten

Beide Zellklone wiesen, obwohl die Reportergenexpression bereits nach wenigen Wochen deut-
lich reduziert war, keine signifikanten Mutationen im Bereich des HERV Promotors oder des egfp
Gens auf. Dies lasst auf epigenetische Inaktivierungsmechanismen schlieBen. Um dies zu Uber-
prifen wurden stellvertretend Zellen des Klons LXSN-HERV-H-MC16/MIAPaCa-2 mit verschie-
denen Medikamenten behandelt, die nachweislich auf die Chromatinstruktur oder auf die
DNA-Methylierung wirken kdnnen. VPA beispielsweise kdnnte als Histon-deacetylase Inhibitor
die Chromatinstruktur verandern, wahrend 5-Azacytidin eine DNA-Demethylierung bewirken kann.
Auch anderer Medikamente wie Haloperidol oder Clozapin kdnnten epigenetische Veranderungen
bewirken (vgl. 1.2.9).

Die Konzentrationen wurden so gewahlt, dass sie ausschlieBlich im nicht-zytotoxischen Bereich
lagen (VPA: 1 mM; Haloperidol, Risperidon und Clozapin: 5 yM; 5-Azacytidin: 1 yM). Um mdgliche
synergistische Effekte zu nutzen, wurden zusatzlich Zellen mit der Kombination VPA/5-Azacytidin
behandelt. Aufgrund der Instabilitat von 5-Azacytidin in wéassrigen Loésungen wurde dieses stets
frisch hergestellt und das Medium nach 24 h erneuert.

Die eGFP Expression behandelter Zellen, sowie die Intensitat der Grunfluoreszenz wurde mittels
FACS Analyse bestimmt und zum besseren Vergleich eines mdglichen Einflusses auf unbehan-
delte Zellen normiert. Alle finf Medikamente zeigten nach 24 h keine Steigerung der Reportergen-
aktivitat im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abb. 35A). Der leichte Riuckgang bei einigen
Medikamenten ist wahrscheinlich auf Schwankungen der Zellkulturbedingungen zurtickzufihren.
Nach 48 Stunden Behandlung waren Unterschiede in der Reportergenaktivitat zu verzeichnen
(Abb. 35B). Eine Behandlung mit 5-Azactidin bewirkte nach 48 h eine geringe Zunahme der
relativen eGFP Expression um das 1,4-fache, wahrend die Behandlungen mit VPA, Haloperidol,
Risperidon und Clozapin bei relativen Werten um 0,75 schwankten. Auch nach Behandlung mit
der Kombination VPA/5-Azactidin war ein maBiger Anstieg griun fluoreszierender Zellen zu
erkennen.

Nach 72 h war ein Rickgang in Abhangigkeit von VPA und VPA/5-Azacytidin zu verzeichnen
(Abb. 35C). Wahrend Haloperidol und Clozapin keinen Effekt zu haben schienen, war eine leichte
Erhdhung im Vergleich zu unbehandelten Zellen nach einer Behandlung mit Risperidon und
5-Azactidin gemessen worden. Jedoch unterlagen diese Werte ebenfalls deutlichen Schwankungen.

Insgesamt konnte keine wesentliche Erhéhung der relativen eGFP Expression mit 5-Azacytidin,
VPA/5-Azacytidin und Risperidon erzielt werden. Die Intensitaten der Grunfloureszenz blieben
bei allen Behandlungen unabhangig vom Zeitraum unverandert (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 35: Behandlungen des Zellklons LXSN-HERV-H-MC16/MIAPaCa-2 mit epigenetisch wirksamen
Medikamenten. Die HERV vermittelte Expression des Reportergens egfp wurde 28 Wochen mittels FACS
Analyse verfolgt und ein deutlicher Riickgang der Expression verzeichnet. Nach 28 Wochen wurden die Zel-
len zur Reaktivierung des HERV-Promotors 24 h (A), 48h (B) und 72 (C) mit VPA (1 mM), Haloperidol, Ris-
peridon und Clozapin (je 5 yM) und 5-Azacytidin (1 M) behandelt. Mit Ausnahme der 24 h Behandlung
wurden alle Experimente in Triplikaten durchgefihrt. Griin dargestellt ist die eGFP Expression in unbehan-
delten Zellen, die jeweils zur Normierung herangezogen wurde.
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4. Diskussion

In friiheren Untersuchungen wurden HERVs mehrfach mit der Atiopathogenese von Schizophre-
nie assoziiert (O’Reilly et al. 1996; Yolken et al. 2000; Yolken et al. 2001; Voisset et al. 2008;
Fatemi et al. 2009; Christensen 2010). So wurde in zahlreichen Studien eine erhéhte Aktivitat vor
allem von HERV-W, aber auch von ERV9 in schizophrenen Patienten im Vergleich zu Gesunden
gefunden (Huang et al. 2006; Perron et al. 2008). Dies basierte Uberwiegend auf dem Nachweis
einzelner Transkripte im Blut, im CSF oder in Gehirnproben von Patienten mit Schizophrenie
(Karlsson et al. 2001; Karlsson et al. 2004; Huang et al. 2006; Yao et al. 2008). Es wurde beispiels-
weise RNA des ERV9 pol Gens ausschlieBlich in Uber einem Drittel der Patienten gefunden,
jedoch in keiner Probe der gesunden Kontrollen (Huang et al. 2006). AuBerdem konnte eine un-
terschiedliche Expression einzelner HERV Elemente auf Proteinebene nachgewiesen werden
(Huang et al. 2006; Perron et al. 2008).

Desweiteren ist eine Subgruppe von HERV-K(HML-2), HERV-K10, in Patienten mit Schizophrenie
und Bipolaren Stérungen signifikant Uberreprasentiert (Frank et al. 2005). Von einer anderen
Arbeitsgruppe wurden leicht erhéhte Transkriptmengen von HERV-K(HML-2) polim frontalen Kor-
tex von postmortem Proben gefunden (Karlsson et al. 2001).

Jedoch konnte bislang nicht geklart werden, ob HERVs eine Rolle bei der Atiopathogenese spie-
len, eine Konsequenz der Erkrankung darstellen oder ob das erhdhte Vorkommen in Patienten
eine Folge der Medikation ist (Balada et al. 2009). Der Einfluss antipsychotischer Medikamenten
auf die HERV Expression blieb bisher véllig unbeachtet. Andererseits ist bekannt, dass antipsy-
chotische Medikamente die Genexpression verandern kénnen (Chong et al. 2002; Dong et al.
2008; Szyf 2009). Es stellt sich daher die Frage, ob die in vorangegangen Untersuchungen er-
langten Resultate tUber die Aktivierung von HERVs in Schizophreniepatienten méglicherweise
eine Folge der Medikation sein kénnten und nicht direkt mit der Erkrankung assoziiert sind.

Die Mdglichkeit einer transkriptionellen Aktivierung von HERVs wurde bereits durch vielfaltige
Faktoren, wie Mikroorganismen, Strahlung, aber auch durch Cytokine, Hormone oder Chemikalien
demonstriert (Hohenadl et al. 1999; Torrey et al. 2001; Torrey et al. 2003; Frank et al. 2006; Yol-
ken et al. 2006; Balada et al. 2009; Petersen et al. 2009). Zum Beispiel ist bekannt, dass HERV-
W durch Viren wie HSV-1 aktiviert werden kann (Nellaker et al. 2006; Ruprecht et al. 2006).
Desweiteren konnte eine Aktivierung von HERV-K(HML-2) Elementen durch das Krebsmedika-
ment 5-Azacytidin nachgewiesen werden (Goétzinger et al. 1996; Stengel et al. 2010).

Eine wesentliche Komponente bei der Behandlung von psychischen Stérungen wie Schizophrenie
sind antipsychotische Medikamente. In der vorliegenden Arbeit sollte geklart werden, inwieweit die
Medikation die HERV-Expression beeinflussen kann. Um diesem Aspekt nachzugehen, musste
zuerst eine geeignete Modellzelllinie gefunden werden.
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4.1 Das HERV Expressionsmuster menschlicher Gehirnzelllinien entspricht
im Wesentlichen dem spezifischen HERV-Expressionsprofil des Gehirns.

Ein wesentliches Kriterium fiir Modellzellen war deren Ubereinstimmung mit der von Frank et al.
ermittelten retroviralen ,,Core“-Aktivitat im menschlichen Gehirn. Um einen guten Uberblick zu
bekommen, wurde ein mdglichst breites Spektrum an unterschiedlichen Gehirnzelllinien unter-
sucht. Generell ist in jedem Gewebe unabhéngig vom Gehirnareal oder Krankheitsmuster ein
spezifisches HERV Aktivitatsprofil zu finden (Frank et al. 2005; Seifarth et al. 2005; Frank et al.
2008). Charakteristisch fur das menschliche Gehirn ist die ubiquitare Expression der Klasse |
HERVs HERV-E, HERV-F, ERV9 sowie der Klasse Il HERVs HML-2, HML-4, HML-6, HML-9 und
HML-10 (Frank et al. 2005). Neben diesen sind sowohl in Patienten mit Schizophrenie oder Bi-
polaren Stérungen als auch in Gesunden eine Reihe differentiell aktiver HERVs identifiziert worden.

Einige der von Frank et al. definierten differentiell aktiven HERVs (Frank et al. 2005) zeigten teil-
weise Abweichungen in den hier untersuchten Gehirnzelllinien. Individuelle Abweichungen in der
Regulation der Transkription kénnen durch Unterschiede im Methylierungsmuster oder anderen
epigenetischen Variablen innerhalb der HERV LTR oder im Bereich der flankierenden Sequenzen
des Integrationsortes zustande kommen (Lavie et al. 2005, Khodosevich 2004). AuBerdem kdnnte
die Verfugbarkeit von zellularen Transkriptionsfaktoren eine Rolle spielen, die neben epigeneti-
schen Veréanderungen eine essentielle Rolle bei der Regulation der HERV LTR spielt (Schén
et al. 2001; Fuchs et al. 2011). Eine Abweichung im Hybridisierungsmuster der Gehirnzelllinien
bezulglich der ,,Core“-Aktivitat konnte lediglich bei einigen HERV-K(HML-2) Elementen festgestellt
werden. Dies konnte auch auf im Zellkulturmodell fehlende Interaktionen, die im Gehirn vorhanden
sind, zuriickgefuhrt werden.

Insgesamt zeigten alle neun Zelllinien (vier Glioblastom- und zwei Neuroblastom-Zelllinien, eine
neurale Stammzelllinie und primare Gehirnzellen), die mit Hilfe des Retrovirus-spezifischer Micro-
arrays untersucht wurden, ein sehr &hnliches Expressionsprofil verglichen mit der charakteristi-
schen ,Core“Aktivitat in Gehirngewebe. Deshalb wurden représentative Vertreter eines jeden
Zelltyps ausgewahlt, die sich sehr gut als Modell eignen, um die spezifischen HERV Aktivitaten
nach Behandlung mit Antipsychotika zu messen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Technik
des HERV-spezifischen Microarrays erfolgreich fir Gehirnzellen eingesetzt werden und stellt seit-
dem ein gut etabliertes System in unserer Arbeitsgruppe dar.

4.2 Das antipsychotische Medikament Valproinsaure kann die HERV Expres-
sion beeinflussen - Haloperidol, Risperidon und Clozapin zeigen kaum
Wirkung

Die vorliegende Studie ist die erste, die sich mit dem Einfluss von Antipsychotika auf die HERV
Expression in Gehirnzellen beschéftigt (Abb. 36). Anhand einer umfassenden Analyse des HERV
Expressionsprofils mittels Microarray wurde der Einfluss von antipsychotischen Medikamenten auf
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die HERV Aktivitat in den Modellzelllinien untersucht. Es konnte klar gezeigt werden, dass in
Glioblastom- und Neuroblastom-Zelllinien, sowie auch in primaren Gehirnzellen nach Behandlung
mit VPA mehrere HERV Gruppen wie auch das zellulare Gen p21 aktiviert werden. Diese Aktivie-
rung zeigte sich bereits bei Konzentrationen von 1 mM, was ungeféhr der therapeutisch einge-
setzten Menge des Medikaments entspricht (Coryell et al. 1998). Starke Effekte waren unter
anderem bei den Klasse | HERVs HERV-W, ERV9 und HERV-F, sowie bei den Klasse || HERVs
HML-3 und HERV-KC4 zu sehen. Eine Ausnahme stellt die neurale Stammzelllinie HNSC.100
dar, in der keine signifikante HERV Aktivierung beobachtet wurde.

Im Gegensatz zu VPA zeigen Haloperidol, Risperidon und Clozapin einen weit geringeren oder
gar keinen Einfluss. Um die Ergebnisse der Microarray Experimente zu verifizieren, wurden die
Expressionsunterschiede der aktivierten HERV Gruppen mit einer alternativen Methode (qRT-
PCR) quantitativ erfasst. Mit einer bis zu 22- bzw. 18-fachen Erhéhung gegeniiber unbehandelten
Zellen wurden HERV-W und ERV9 Elemente durch Behandlung mit VPA am stérksten aktiviert.
Interessanterweise werden mit HERV-W und ERV9 zwei HERV Gruppen durch VPA stimuliert, die
bereits mehrfach mit Schizophrenie, aber auch mit anderen neurologischen Erkrankungen, wie
zum Beispiel Bipolaren Stérungen und MS in Verbindung gebracht worden waren (Christensen
2010; Weis et al. 2007; Karlsson et al. 2001; Huang et al. 2006).

Der Wirkung von VPA auf die Expression von HERV-W und ERV9 liegt wahrscheinlich derselbe
Mechanismus zugrunde wie der VPA-Aktivierung zellularer Gene. Diese beruht auf einem inhibie-
renden Effekt von VPA auf Histon-Deacetylase (HDAC), einem Enzym, das durch posttranslatio-
nale Chromatin-Modifikation eine Repression der Genexpression bedingt (Camphausen et al.
2005). Sharma et al. konnten mittels Western-Blot Analyse eine Erhéhung von acetyliertem Histon
H3 in Lymphozyten von 14 Patienten mit Bipolaren Stérungen oder Schizophrenie nach vierwé-
chiger VPA Behandlung nachweisen (Sharma et al. 2006). Hierbei korrelierte die VPA Konzentra-
tion deutlich mit dem Anteil an acetyliertem Histon.

In der vorliegenden Arbeit konnte eine starke, konzentrationsabhangige Induktion (bis tber 1000
fach) des zellularen Gens p21 durch VPAin HNSC.100 Zellen gezeigt werden, wo hingehend die
HERV Expression weitgehend unbeeinflusst blieb. In einer friheren Studie wurde gezeigt, dass
p21 eine kausale Rolle bei der Inhibierung von Genen, die eine Zellzyklus-Progression bedingen,
spielt und die Aktivierung von p21 somit in einen Zellzyklusarrest fihrt (Chang et al. 2000; Gartel
et al. 2005). Desweiteren wurde nachgewiesen, dass p21 selektiv die Expression einer Vielzahl
von Genen inhibiert, die mit der Mitose, der DNA-Replikation, Segregation oder der DNA Repa-
ratur assoziiert sind (Chang et al. 2000). Die sehr hohen p21 Werte in Abhangigkeit der VPA Be-
handlung und der mdglicherweise daraus resultierende Zellzyklusarrest kdnnten erklaren, warum
in HNSC.100 Zellen keine Aktivierung einzelner HERV Gruppen nach einer Behandlung mit VPA
gefunden wurde.
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Typisches Neuroleptikum
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Abb. 36: Schematischer Uberblick iiber Faktoren, die die HERV Aktivitit beeinflussen kénnen
(verandert und ergénzt nach Balada et al. 2009, Yolken et al. 2000, Huang et al. 2010). Aufgefuhrt sind
alle Faktoren, deren Einfluss auf die HERV Expression in verschiedenen Studien untersucht wurde. Blau
markierte Agenzien wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht (+ zeigt einen aktivierenden Effekt, 0 kei-
nen Effekt und — deutet einen reduzierenden Effekt an).

Um zu untersuchen, ob die im Zellkulturmodell gewonnenen Daten durch in vivo Experimente
bestatigt werden kdénnen, wurden Gehirnproben von mit Haloperidol und Clozapin behandelten
Rhesusaffen (M. mulatta) und unbehandelten Kontrolltieren mittels eines spezifischen Microarrays
analysiert, der Sequenzen aller bekannter ERV Gruppen der Altweltaffen enthielt (Diem et al.
2010). Ubereinstimmend mit den Zellkulturergebnissen konnte weder in mit Haloperidol noch in
mit Clozapin behandelten Rhesusaffen eine signifikante ERV Aktivierung nachgewiesen werden.
Ahnlich wie beim Menschen sind einige ERV Gruppen sowohl in behandelten als auch in unbe-
handelten Tieren differentiell aktiv, was auf individuelle epigenetische Einflisse hinweist. Dies
kann zum Beispiel auf Unterschiede im Methylierungsmuster der HERV LTR Sequenzen beruhen
(Lavie et al. 2005, Khodosevich et al. 2004).

Bisher sind die detaillierten Auswirkungen von Neuroleptika im Allgemeinen nicht ausreichend
geklart. Jedoch konnte die Arbeitsgruppe um Choi et al. nachweisen, dass verschiedene typische
(z. B. Haloperidol) oder atypische Neuroleptika (z. B. Risperidon) die Expression zellularer Gene
und biologische Funktionen in postmortem Proben der Leber von Schizophrenen beeinflussen
kénnen (Choi et al. 2009). Typische Neuroleptika nehmen zum einen Einfluss auf Gene, die fir
nukleare Proteine codieren, unter anderem fir Transkriptionsfaktoren und andere DNA bindende
Proteine, die eine entscheidende Rolle bei der Regulierung der Expression anderer Gene spielen
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kénnen (Choi et al. 2009). Zum anderen sind in der Leber auch Gene betroffen, die mit der Stress-
antwort oder der Phosphorylierung assoziiert sind. Im Gegensatz dazu bewirken atypische Neu-
roleptika ausschlieBlich eine Hochregulierung verschiedener Gene, die mit dem Transport im
Zytoplasma oder dem Endoplasmatischen Retikulum verbunden sind. Ebenso wird ein Einfluss
auf den Lipidmetabolismus und die Mitochondrienaktivitat vermutet (Choi et al. 2009). Gestitzt
wird dieser Befund durch eine Untersuchung von lwamoto et al., die ebenfalls eine veranderte Ex-
pression mitochondrialer Gene in postmortem Gehirnproben von Patienten mit Schizophrenie
und Bipolaren Stérungen beobachten konnten (lwamoto et al. 2005).

Ahnliche Ergebnisse iiber einen Einfluss von Haloperidol auf die Expression von zellularen Genen
wurden in friheren Studien mit Ratten und Mausen erzielt (Fasulo et al. 2003; Narayan et al.
2007; Pillai et al. 2008). Microarray Experimenten mit Proben des Striatums von Ratten beispiels-
weise enthdllten 14 Gene, die aufgrund einer Langzeitbehandlung mit Haloperidol eine veranderte
Genexpression aufweisen (Chong et al. 2002). Wahrend davon sechs Gene herunter reguliert
waren, wurden die restlichen acht Gene hochreguliert. Davon betroffen war das Gen Synapsin I,
welches mit Schizophrenie in Zusammenhang stehen soll (Chong et al. 2002). Desweiteren re-
sultierte eine Behandlung von Ratten mit Haloperidol in einer signifikanten Verdnderung der Ex-
pression von Uber 17 Genen im Mittelhirn (Fasulo et al. 2003). Betroffen waren beispielsweise
Gene, die als Signalproteine oder Transkriptionsfaktoren fungieren oder als GABA Rezeptor Un-
tereinheit eine Rolle spielen.

AuBerdem wurden auch geringe Haloperidol-bedingte Effekte auf DNA-Methylierung oder Chro-
matin-Modifikationen im Gehirn von Nagern beobachtet (Shimabukuro et al. 2006; Li et al. 2004).
Erstmals von Li et al. beschrieben, wirken antipsychotische Medikamente mit einer Affinitat zu
D2- Rezeptoren (zum Beispiel Haloperidol) auf die Phospho-Acetylierung von Histon H3 im Stria-
talen Chromatin der Maus. Dies kann tGber den cAMP-Protein-Kinase A (PKA) und den post-syn-
aptischen NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptor ,Pathway“ vermittelt werden (Li et al. 2004).
An dieser Stelle sei zusatzlich erwahnt, dass VPA (Narayan et al. 2010) vor allem in Kombination
mit Clozapin eine Aktivierung der DNA-Demethylase im Gehirn von Méausen zur Folge haben
kann (Dong et al. 2008).

Ebenso konnten mittels Microarray-Technik Auswirkungen von Clozapin auf die Genexpression
im Gehirn von Mausen oder Ratten nachgewiesen werden (Takahashi et al. 2004; MacDonald
et al. 2005). AuBerdem zeigten Rhesusaffen nach einer Langzeit-Behandlung mit Clozapin (180
Tage) einerseits einen signifikanten Ruckgang der GRIA1 Expression und andererseits eine Erho-
hung der GRIAS3 Expression, wahrend eine Kombination von Clozapin mit Haloperidol die Expres-
sion der GRIA2 Untereinheit erhdhte (O’Connor et al. 2007). Insgesamt bestehen sogenannte
AMPA-Rezeptoren aus vier GRIA-Untereinheiten (GRIA1-4), die, wie auch NMDA-Rezeptoren,
eine Untereinheit der Glutamat-Rezeptoren bilden und zu den verbreitetesten Neurotransmitter-Re-
zeptoren im Zentralnervensystem gehdren. Eine Veranderung der Glutamat-Neurotransmission
wird mit Schizophrenie assoziiert (Coyle et al. 2002). So wurde erstmals von O"Connor gezeigt,
dass eine Langzeittherapie mit Antipsychotika Veranderungen in der Expression der AMPA Re-
zeptor-Untereinheiten im Prafrontalen Cortex von Primaten hervorrufen kann (O Connor et al.
2007).



Diskussion 122

Diese Verdéffentlichungen weisen darauf hin, dass auch atypische oder typische Neuroleptika
durchaus die Regulation einzelner Gene beeinflussen kénnen. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit konnte allerdings weder in Zellkulturmodellen noch in vivo ein signifikanter Einfluss dieser
Medikamente auf die Expression endogener Retroviren festgestellt werden. Da mit den hier ver-
wendeten Methoden (Microarray, quantitative RT-PCR) jedoch immer nur (H)ERV Gruppen oder
Subgruppen, aber keine individuellen Transkripte erfasst werden, kann nicht vollstandig ausge-
schlossen werden, dass diese Medikamente moglicherweise einzelne (H)ERV Loci beeinflussen
kénnen.

4.3 Antipsychotika beeinflussen nicht die Gesamtaktivitat der
HERV-K(HML-2) Gruppe

Im Fall der HERV-K(HML-2) Gruppe war bei allen Microarrayexperimenten sowie der quantitativen
RT-PCR kein wesentlicher Einfluss von VPA, Haloperidol, Risperidon oder Clozapin auf die Ex-
pressionsaktivitat erkennbar. Dieser Befund war Uberdies unabh&ngig von der Konzentration der
Medikamente und dem Zelltyp. Der fehlende Einfluss der getesteten Medikamente lasst darauf
schlieBen, dass die Uberreprasentation von HERV-K10, einer Subgruppe von HERV-K(HML-2),
in Patienten mit Schizophrenie oder Bipolaren Stérungen im Vergleich zu gesunden Personen
(Frank et al. 2005) in engem Zusammenhang mit der Krankheit steht. Dadurch wird die Hypothese
einer direkten Assoziation der HERV-K(HML-2) Gruppe mit der Erkrankung gestutzt (Voisset
et al. 2008; Christensen 2010).

Unterschiedliche Expressionsmuster von HERV-K Elementen in Verbindung mit Schizophrenie
oder Bipolaren Stérungen wurden in mehreren vorausgegangenen Studien gefunden (Karlsson
et al. 2001; Christensen 2010). Nakamura et al. identifizierten einen HERV-K(HML-2) Locus,
HERV-K102, auf Chromosom 1g21.g22, der im menschlichen Gehirn aktiv sein kénnte und inner-
halb eines mit Schizophrenie assoziierten Genbereiches, SCZD9, liegt (Nakamura et al. 2003).
Weitere Analysen der Genomumgebung ergaben eine Vielzahl von charakterisierten und nicht
charakterisierten Genen, die méglicherweise bei der neuronalen Funktion, aber auch bei der neu-
ronalen Differenzierung und Krankheitsentstehung eine Rolle spielen kénnten (Skaper et al.
2001). Darunter zahlen das Adenosindesaminasegen (ADAR), das in die Editierung der RNA von
Glutamat Rezeptoren involviert ist und der Serotonin Rezeptor 5-HT,c, sowie Gene, die fir
Chromatin-Interaktions Proteine kodieren.

Eine Aktivierung von HERV-K102 kdnnte die Expression eines oder mehrerer dieser Gene beein-
flussen und damit an der Krankheitsentstehung beteiligt sein (Nakamura et al. 2003). Eine weitere
Studie berichtet von einer Assoziation zwischen dem Risiko schizophrener Patienten an Diabetes
Typ 2 zu erkranken und zwei Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) in der env Region von
HERV-K-18 (Dickerson et al. 2008). HERV-K-18 liegt innerhalb des ersten Introns des Gens CD48
auf Chromosom 1g22. Die zugrundeliegenden Mechanismen sind bislang ungeklart. Interessan-
terweise wurde auch ein Einfluss von atypischen Neuroleptika wie Clozapin und Risperidon in
Bezug zur Inzidenz von Diabetes untersucht (Dickerson et al. 2008), da beispielsweise die Me-
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dikation Abweichungen in der Glucose-Homdostase bewirken kénnte. Wahrend Risperidon keinen
Einfluss auf Diabetes zu haben scheint, waren unter den Patienten mit Clozapinbehandlung mehr
Diabetes-Erkrankungen zu verzeichnen.

Ein weiteres Indiz fir einen Zusammenhang zwischen einem Element der HERV-K(HML-2)
Gruppe und Schizophrenie lieferte Otowo et al., indem sie die Haufigkeit eines polymorphen
HERV-K115 Elements (8p 23.1) in schizophrenen Patienten in Japan untersuchten (Otowa et al.
2006). Zwar war kein Unterschied im Vergleich zu Gesunden zu beobachten, jedoch war die In-
sertion von HERV-K115 haufiger in Patienten mit einem friheren Krankheitsausbruch zu finden.
Diese Befunde lassen vermuten, dass HERV-K115 weniger mit der Krankheitsentstehung generell
als vielmehr mit dem Krankheitsverlauf assoziiert sein konnte (Otowo et al. 2006).

4.4 Untersuchungen an postmortem Gehirnproben von Patienten weisen auf
einen leichten Einfluss von VPA hin

Basierend auf den im Zellkulturmodell gefundenen Einflissen von VPA auf HERV-W und ERV9
und der Assoziation dieser HERV-Gruppen, sowie der HERV-K(HML-2) Gruppe mit Schizophrenie
und Bipolaren Stérungen stellte sich folglich die Frage, ob diese HERV Elemente auch in Patien-
ten unter Behandlung mit VPA eine erhéhte Expression aufweisen.

Far dieses Vorhaben wurden postmortem Gehirnproben beider Patientengruppen, die mit VPA
therapiert worden waren, ausgesucht, um deren HERV-W, ERV9 und HERV-K(HML-2) Expres-
sionen im Vergleich zu Patienten ohne VPA Behandlung oder einer gesunden Kontrollgruppe
quantitativ mit gRT-PCR zu erfassen.

Betrachtet man die durchschnittliche Aktivitat von ERV9, so war in beiden Patientengruppen eine
leicht erhdhte Aktivitat bei Patienten mit VPA-Therapie zu erkennen. Eine erhdhte Expression von
HERV-W nach VPA Behandlung wurde in Schizophreniepatienten beobachtet, konnte allerdings
nicht in Bipolaren Stérungen bestatigt werden. Auf die Aktivitdt von HERV-K(HML-2) dagegen
schien eine Behandlung mit VPA bei Patienten mit Schizophrenie keinen Einfluss zu haben. Dafur
war in beiden Patientengruppen die durchschnittliche Expression von HML-2 im Vergleich zu Ge-
sunden leicht erh6ht und bestétigt somit frihere Untersuchungen mit Hilfe des Retrovirus-
spezifischen Microarrays (Frank et al. 2005).

Von besonderer Bedeutung ist auch die unabhangig von einer VPA-Therapie statistisch signifikant
héhere Expression von ERV9 in Schizophrenie-Patienten im Vergleich zu den gesunden Kontrol-
len. Bisher wurden ERV9-pol Transkripte nur in der CSF und Blut von Schizophreniepatienten
gefunden (Karlsson et al. 2001, Huang et al. 2006). AuBerdem konnten Antikérper gegen ERV9
Pol-Protein im Blut 20 schizophrener Patienten nachgewiesen werden (Huang et al. 2006). Diese
Daten weisen insgesamt auf eine Beteiligung von ERV9 an der Erkrankung hin.

Kontrar zu anderen Experimenten (Weis et al. 2007; Yao et al. 2008; Huang et al. 2010), jedoch in
Ubereinstimmung mit der Untersuchung der gleichen postmortem Proben mit Hilfe des Retrovirus-
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spezifischen Microarrays (Frank et al. 2005) wurde keine statistisch signifikant erhéhte
Expression von HERV-W in beiden Patientengruppen gefunden.

Insgesamt spiegeln die Ergebnisse der Untersuchungen an den postmortem Proben die durch die
Zellkulturexperimente gewonnenen Erkenntnisse wieder, jedoch weniger klar und zum Teil duBerst
schwer zu interpretieren, da es nicht méglich ist alle Faktoren und &uBeren Einflisse zu berlck-
sichtigen. Ein Vergleich wird vor allem dadurch erschwert, dass die Auswertung der Daten auf der
Verlasslichkeit klinischer Angaben Uber die Art der medikamentdsen Behandlung, regelmaBige
Einnahme und medizinische Diagnose angewiesen ist (Torrey et al. 2000). Klinische Informationen
Uber einen Patienten sind oft nicht vollstandig. Zeitpunkt, Dauer und Dosierung der Medikation ist
bei den einzelnen Patienten unterschiedlich, viele erhalten mehrere Medikamente in Kombination.
Uber die Komplianz der Patienten zum Zeitpunkt des Todes ist in der Regel ebenfalls nichts be-
kannt. Eine andere Herausforderung in Studien mit postmortem Proben ist die unterschiedliche
Qualitat des Probenmaterials. Dies kann zum Beispiel am sogenannten PMI-Wert (postmortem
Interval), aber auch an der Todesursache durch Suizid liegen (Torrey et al. 2000).

AuBerdem ist wenig Uber individuelle Daten, wie familiare Haufung oder mégliche Einflisse an-
derer Faktoren, bekannt. Die Aufteilung der Expressionsaktivitaten einzelner postmortem Gehirn-
proben hinsichtlich Drogen- oder Alkoholeinfluss erbrachte eine neue Perspektive und ergab fur
HERV-W, ERV9, und HERV-K(HML-2) teils leichte, aber nicht signifikante Unterschiede in Ab-
héangigkeit von Drogen- oder Alkoholmissbrauch. Wahrend HML-2 beinahe vollig unbeeinflusst auf
dem gleichen Expressionsniveau blieb, war bei ERV9 eine leicht erhdhte Expression in Verbin-
dung mit Alkohol oder Drogen zu sehen. Im Gegensatz dazu war die durchschnittliche HERV-W
Expression in der Alkohol- bzw. Drogengruppe leicht erniedrigt.

Eine Ausdehnung der Analysen mit erhéhten Fallzahlen ware sicherlich von Vorteil. Jedoch sind
dies alles Faktoren, die stets bei jeder Patientenstudie eine Auswertung der Daten erschweren
(Dickerson et al. 2008; Choi et al. 2009). Trotz dieser Einschrankungen leisten die vorliegenden
Erkenntnisse einen Beitrag zur Beurteilung einer mdglichen Assoziation von HERVs mit neurolo-
gischen Erkrankungen, wie Schizophrenie oder Bipolaren Stérungen.

4.5 Epigenetische Modifikationen der HERV-K(HML-2) LTR-Sequenzen in
verschiedenen Zelltypen und unter Einfluss von VPA

Elemente der HERV-K(HML-2) Gruppe werden mit Schizophrenie und Bipolaren Stérungen
assoziiert (Frank et al. 2005). In Gehirnproben von Patienten konnten im Vergleich zu Gesunden
unterschiedlich transkriptionell aktive Loci identifiziert werden (Flockerzi et al. 2008). In der vor-
liegenden Arbeit wurde daher die Regulation der Aktivitat verschiedener HERV-K(HML-2) Proviren
im Detail untersucht. Das Hauptaugenmerk lag auf der Analyse des Methylierungsstatus, da be-
kannt ist, dass HERVs haufig durch DNA-Methylierung inaktiviert werden (Lavie et al. 2005; Kann
et al. 2004; Reiss et al. 2007; Stengel et al. 2010). Als Referenz diente aufgrund ihrer hohen
HERV-K(HML-2) Aktivitat die Teratokarzinom-Zelllinie Tera-1.
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Der Methylierungsgrad der untersuchten HERV-K(HML-2) Loci war bei Tera-1 Zellen insgesamt
deutlich niedriger als in den Gehirnproben eines Schizophreniepatienten und einer gesunden
Person. In den Gehirnproben waren beinahe alle Loci unabhangig vom Krankheitsbild zu tber
80% methyliert. Dies bestétigt frihere Befunde, die auf gewebespezifische Unterschiede im
Methylierungsstatus von HERV Sequenzen hinweisen. So liegt zum Beispiel der Methylierungs-
grad von HERV-E im menschlichen Gehirn etwa 20% Uber dem in der Plazenta (Reiss et al.
2007). Prinzipiell scheinen Retroelemente wahrend der frihen Embryogenese zu einem grof3en
Teil hypomethyliert zu sein (Maksakova et al. 2008). Dazu kommt, dass HERVs in Tumoren
tendenziell weniger methyliert vorliegen (Romanish et al. 2010). Beides konnte eine Erklarung fur
die Demethylierung séamtlicher untersuchter HERV-K(HML-2) Loci in der Teratokarzinomzelllinie
Tera-1 sein.

Vorangegangene Studien haben ergeben, dass einzelne HERV-K(HML-2) Loci unterschiedlich
haufig im Gehirn transkriptionell aktiv sind (Flockerzi et al. 2008; Ruprecht et al.2008). Anhand die-
ser Analysen erfolgte die Auswahl der Loci, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden.
Beispielsweise wurde der Locus c22_A als Positivkontrolle ausgewahlt, da dieser in Tera-1 Zellen
hoch aktiv ist und einen Anteil von 50% aller Transkripte ausmacht (Ruprecht et al. 2008). Ver-
gleicht man nun den ermittelten Methylierungsgrad fir diesen Locus, so findet man eine stimmige
inverse Korrelation zwischen dem Methylierungsniveau von knapp 2% in Tera-1 und der hohen
transkriptionellen Aktivitat. Auch in Gehirngewebe findet man diese inverse Korrelation, wenn
man zum Beispiel die beiden im Gehirn inaktiven Loci c12_A und c22_A betrachtet. Sowohl in ge-
sundem Gehirngewebe (Methylierungsgrad 98% bzw. 89%), als auch im Gehirn eines Patienten
mit Schizophrenie (Methylierungsgrad 94% bzw. 96%) sind beide Loci stark methyliert. Insgesamt
stehen die ermittelten Werte des Methylierungsgrades im Einklang mit der transkriptionellen
Aktivitat und deuten damit an, dass die DNA Methylierung eine entscheidende Rolle bei der Re-
gulation von HERV-K(HML-2) Loci im Gehirn spielt.

Dieser Zusammenhang wurde bereits mehrfach fir andere Zelltypen postuliert (Stengel et al.
2010, Khodosevich et al. 2004; Lavie et al. 2005; Reiss et al. 2007). Einen indirekten Hinweis flr
die Rolle der DNA Methylierung bei der HERV-K(HML-2) Transkription in Tera-1 Zellen erbrachten
erstmals Goétzinger et al, indem sie zeigten, dass eine Behandlung mit dem demethylierenden
Agens 5-Azacytidin die Expression des HERV-K(HML-2) Gag Proteins steigert (Goétzinger et al.
1996).

Lavie et al. untersuchten die Rolle der DNA Methylierung von CpG Dinukleotiden ausgewahlter
HERV-K(HML-2) Loci in Bezug auf deren transkriptioneller Aktivitat in Tera-1 Zellen und der Brust-
krebs-Zelllinie T47D (Lavie et al. 2005). Dabei wurden auch drei der hier analysierten Loci mit ein-
bezogen. In Tera-1 Zellen war der Locus c6_A komplett unmethyliert, c11_A zu 36% und Locus
c12_A zu 71% methyliert. Diese Ergebnisse unterscheiden sich von den in dieser Arbeit erhalte-
nen Resultaten fir die Loci ¢6_A (31%), c11_A (14%) und c12_A (43%). Solche Differenzen in-
nerhalb eines Zelltyps kénnen maéglicherweise durch die unterschiedliche Passagenzahl oder
veranderte Zellkulturbedingungen bedingt sein (Brorson et al. 2002). Deshalb gilt es generell zu
beachten, dass das Ausgangsmaterial zur Bestimmung des Expressionsprofils einer HERV-LTR
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und fiir die Methylierungsanalyse aus derselben Zellcharge stammen. Ubereinstimmend wurde
eine groBe Schwankungsbreite des Methylierungsgrades verschiedener Loci (0-71%) in Tera-1
Zellen festgestellt (Lavie et al. 2005). Im Gegensatz dazu wurde von Lavie et al. in T47D Zellen
ein Locus identifiziert, der transkriptionell inaktiv, aber komplett unmethlyiert vorlag. Dies weist dar-
aufhin, dass der CpG Methylierungstatus wahrscheinlich nicht allein die Aktivitat von HERV-
K(HML-2) LTRs bestimmt. Nach Lavie et al. kbnnte dies auf einen Einfluss zellularer Faktoren, wie
Repressoren oder ,Enhancer” hindeuten, die in die Transkription involviert sind (Lavie et al. 2005;
Fuchs et al. 2011).

In einer erst kirzlich veréffentlichten Studie konnte anhand von Methylierungs-sensitiven Restrik-
tionsenzymen eine klare Korrelation zwischen DNA Methylierung und Aktivitat von zehn HERV-
K(HML-2) Loci in verschiedenen Melanomzelllinien gezeigt werden (Stengel et al. 2010).
Melanomzellen mit wenig HERV-K(HML-2) Expression reagierten auf 5-Azacytidin mit einer ge-
steigerten HERV-K(HML-2) Aktivitat (Stengel et al. 2010). Stengel et al. kommen ebenfalls zu
dem Schluss, dass eine hohe HERV-K(HML-2) mRNA Expression in Melanomzellen das Resultat
aus wenigstens zwei Prozessen sein muss. Zum einen missen HERV-K(HML-2) aktivierende
Transkriptionsfaktoren hochreguliert werden und zum anderen muss das Aufrechterhalten der
LTR Methylierung gestort sein. Die Demethylierung der LTR kdnnte auf einer genetischen Veréan-
derung der Zelle basieren, wie zum Beispiel dem Verlust der DNMT1 Aktivitat (Stengel et al. 2010).

Eine gerade erst verodffentlichte Studie besagt, dass HERV-K(HML-2) LTRs in Teratokarzinom-
und Melanomzelllinien durch die Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 reguliert werden (Fuchs
et al. 2011). Zuséatzlich konnten Bindungsstellen fur YY1 (Knossl et al. 1999), AP1 (Kwun et al.
2002) und GRE nachgewiesen werden (Ono et al. 1986). Generell miussten HERV-K aktivierende
Transkriptionsfaktoren sensitiv auf eine CpG Methylierung reagieren. In der Tat wurde berichtet,
dass YY1 in vitro an keine metyhlierte DNA bindet (Kim et al. 2003).

Uber weitere Mechanismen, die bei der Regulation der HERV-K(HML-2) Expression eine Rolle
spielen, wie der Chromatinstatus der aktiven und inaktiven Loci ist bisher noch wenig bekannt.
Sowohl die Microarray Analyse als auch die quantitative Bestimmung der Gesamttranskription
durch gRT-PCR lieferte keinen Hinweis auf eine Aktivierung der HERV-K(HML-2) Gruppe durch
antipsychotische Medikamente. Jedoch sollte diese Frage erganzend anhand der Untersuchung
einzelner HERV-K(HML-2) Loci geklart werden, da ein fehlender Einfluss der Medikamente auf
die Gesamtaktivitat von HERV-K(HML-2) nicht zwangslaufig auch fir jeden einzelnen Locus zu-
treffen muss.

Zuerst wurde der Methylierungsstatus ausgewahlter Loci in der unbehandelten humanen neuralen
Stammzelllinie HNSC.100 bestimmt. Im Vergleich zu Gehirngewebe zeigten die untersuchten
HERV-K(HML-2) LTRs in HNSC.100 Zellen einen eher niedrigen Methylierungsgrad im Bereich
von 26-60%, wie man es fur undifferenzierte Zellen erwarten wiirde (Berdasco et al. 2010). Nach
24 stundiger Behandlung mit VPA, Haloperidol, Risperidon oder Clozapin konnte keine signifi-
kante Anderung des Methylierungsgrades von Locus ¢3_B festgestellt werden. Die Behandlung
mit dem demethylierenden Agens 5-Azacytidin hatte ebenfalls keine Hypomethylierung des Locus
zur Folge; ist allerdings in diesem Fall sehr wahrscheinlich auf die geringe Teilungsrate der
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HNSC.100 Zellen wahrend des untersuchten Zeitraums zurlickzuflinren, da der Effekt von 5-Aza-
cytidin erst nach erfolgter Replikation zu beobachten ist.

Frihere Untersuchungen in Mausen haben gezeigt, dass VPA allein oder in Kombination mit
Clozapin direkt oder indirekt eine DNA Demethylierung der Gene GADG67 oder reelin bewirken
kann (Dong et al. 2008; Kundakovic et al. 2009; Narayan et al. 2010). Diese Eigenschaft wird im
Fall von Haloperidol kontrovers diskutiert. Wahrend Dong et al. keine demetyhlierende Eigen-
schaft im Prafrontalen Cortex der Maus sieht (Dong et al. 2008), wurden von einer anderen
Arbeitsgruppe im Gehirn von Nagern geringe Haloperidol-bedingte Effekte auf die DNA Methylie-
rung oder den Chromatinstatus beobachtet (Li et al. 2004; Shimabukuro et al. 2006).

Es ist naheliegend zu vermuten, dass neben dem Methylierungsgrad auch der Chromatinstatus
als weitere epigenetische Modifikation eine Rolle bei der Regulation der transkriptionellen Aktivitat
einer HERV LTR spielt (Lavie et al. 2005; Kouzarides et al. 2007; Sugimoto et al. 2009). Jedoch
wurde der Einfluss der Chromatinumgebung auf HERV-K(HML-2) und andere HERV Gruppen
bislang nicht experimentell untersucht. Es ist auBerdem durchaus denkbar, dass VPA als HDAC-
Inhibitor den Chromatinstatus von HERV-K(HML-2) andern und somit einzelne Loci aktivieren
kénnte. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Chromatinstatus einzelner HERV-K(HML-2)
Loci unter VPA Einfluss untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass VPA die meisten HERV-
K(HML-2) Loci nicht beeinflusst. Lediglich fir Locus c7_A war nach einer Behandlung mit VPA das
Verhaltnis von acetyliertem zu nicht-acetyliertem Chromatin des Histons H3 um das 40-fache ge-
stiegen.

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass VPA uber die Hemmung von HDAC auf den Chro-
matinstatus zumindest einzelner HERV-K(HML-2) Loci wirken kann. Jedoch bewirkte dieser Effekt
offensichtlich keine Erhéhung der Gesamttranskriptionsaktivitat von HERV-K(HML-2).

Es ist bekannt, dass einzelne HERV Loci differentiell reguliert werden (Reiss et al. 2007) und
deshalb mdglicherweise auch unterschiedlich auf Einflisse von auBen reagieren kénnen. Die Be-
fahigung auf Medikamente wie VPA zu reagieren, hangt offensichtlich nicht allein vom HERV-Typ
ab, sondern auch von Sequenzvariationen unter den Mitgliedern einer HERV Gruppe und dem je-
weiligen Integrationsort. So kann beispielsweise die Anzahl von CpG Dinukleotiden in der LTR
oder der Umgebung des Integrationsortes fur die DNA Methylierung eine Rolle spielen. Insbe-
sondere der Integrationsort kann durch ,Spreading” sowohl den Methylierungsstatus der HERV
LTR, als auch die Chromatinstruktur im Allgemeinen beeinflussen (Reiss et al. 2007). In einer
Untersuchung von Reiss et al. variiert der Methylierungsstatus von HERV-E LTRs in der Plazenta
erheblich (4-91%) und kdnnte durch die Genomumgebung beeinflusst werden. Jedoch konnte
keine systematische Korrelation zwischen dem Methylierungsstatus einer LTR und dem im flan-
kierenden Bereich nachgewiesen werden (Reiss et al. 2007).

Eine erst klrzlich veroéffentlichte Studie zeigt Uberdies, dass LTRs der HERV-K(HML-2) Gruppe
in Teratokarzinom- und Melanomzelllinien als TATA-unabhangige Promotoren von drei GC Boxen
und den Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 reguliert werden (Fuchs et al. 2011). Der Transkrip-
tionsfaktor Sp1 ist an der Aktivierung vieler ,Housekeeping Gene*® beteiligt und vermittelt regula-
torische Prozesse, wie das Chromatin-Remodelling und den Erhalt von methylierungsfreien
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,CpG islands“ vorwiegend wahrend der Embryogenese und in der Keimbahn (Brandeis et al.
1994; Macleod et al. 1994; Ellis et al. 1996). Interessanterweise betrifft dies Uberwiegend Zellen,
in denen sich HERVs replizieren missen, um sich im Genom verbreiten zu kénnen. AuBerdem
wird vermutet, dass die nachgewiesene Konvertierung von C zu T in der GC Box 4, sowie G zu
Ain der GC Box 1 auf einer Desaminierung von 5-Methyl Cytosin zu Thymin beruht, die im Laufe
der Evolution stattgefunden haben muss und durch transkriptionelles Stilllegen durch CpG
Methylierung nach der Integration entstanden ist (Fuchs et al. 2011).

Insgesamt zeigen diese Befunde, dass eine epigenetische Veranderung allein nicht ausreichend
ist, um die transkriptionelle Aktivitat einer HERV Gruppe grundlegend zu verandern.

4.6 HERV-Promotoren kénnen Transgene liber einen langeren Zeitraum stabil
exprimieren

HERV Elemente sind seit Millionen Jahren Bestandteil des menschlichen Genoms. Seit ihrer In-
tegration vor 70 bis 40 Millionen Jahren sind sie stabil persistent und werden ahnlich wie zellulare
Gene reguliert (Leib-Mdsch et al. 2005). Die meisten HERVs sind genetisch oder epigenetisch
inaktiviert, kdnnen jedoch, wie die vorangegangenen Studien zeigen, zumindest zum Teil durch
auBere Faktoren wie zum Beispiel Medikamente reaktiviert werden. Es stellte sich nun die Frage,
wie HERV LTRs reguliert werden, die de novo durch Infektion ins Genom eingebracht werden. Da
keine infektiosen HERV Partikel zur Verfigung standen, wurden HERV-MLV Hybridvektoren ver-
wendet (Schén et al. 2009). Diese Vektoren enthalten als Promotor eine HERV U3 oder HERV
U3-R LTR Region. Es wurde die HERV vermittelte Reportergen-Aktivitat in verschiedenen Zell-
klonen, die mit pLXSN-HERV-L-CordR oder pLXSN-HERV-H Hybridvektoren infiziert worden
waren Uber einen Zeitraum von sechs Monaten mittels FACS Analyse verfolgt.

Sechs von acht reprasentativen Zellklonen zeigten eine stabile Expression des Reportergens
egfp Uber den gesamten Zeitraum ohne Selektionsdruck. Dies ist neben einer zelltypspezifischen
Expression ein weiterer Vorteil bei der Verwendung von HERV Promotoren fur die Konstruktion
gentherapeutischer Vektoren (Schén et al. 2009). Gerade die konstante Expression eines ins
Genom eingebrachten Gens Uber einen langen Zeitraum ist ein wesentliches Kriterium far ein
erfolgreiches Vektorsystem (Howarth et al. 2010).

Zwei LXSN-HERV-H-Zellklone wiesen in Pankreaskarzinomzellen eine verminderte eGFP
Expressionen auf, die nachweislich nicht auf einen Verlust des integrierten Provirus zurtickzufih-
ren sind. Sequenzanalysen der LTR und des Reportergens lieBen weder im Zellklon LXSN-HERV-
H-MC16R/MIAPaCa-2, noch im Klon LXSN-HERV-H-MC16/MIAPaCa-2 Veranderungen erken-
nen. Da somit eine Mutation sowohl im regulatorischen als auch im Reportergen-Bereich als mdg-
liche Ursache fUr die verminderte Expression des Letzteren ausgeschlossen werden kann, muss
davon ausgegangen werden, dass die HERV Promotoren durch epigenetische Modifikationen
stillgelegt werden. Um dies zu testen, wurde eine Reaktivierung durch 5-Azacytidin und/oder VPA
versucht, allerdings mit geringem Erfolg. Eine fehlende Wirkung des demethylierenden Agenz
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5-Azacytidin wurde bereits 6fters im Zusammenhang mit retroviralem ,Vektorsilencing“ berichtet
(Mclnerney et al. 2000; Swindle et al. 2002; Mok et al. 2007). Auch in Kombination mit einem
Histondeacetylase Inhibitor wie Trichostatin A (TSA) kann haufig keine signifikante Reaktivierung
erzielt werden (Mclnerney et al. 2000). So berichten zwei Studien von unterschiedlichen Reakti-
vierungserfolgen in Abhangigkeit vom Zeitpunkt der Reaktivierungsversuche (Mok et al. 2007;
Senigl et al. 2008). Senig| et al. berichteten von einer Aktivierung durch 5-Azacytidin und TSA bei
einer Mehrzahl inaktivierter Klone innerhalb der ersten 39 Tage nach Selektion, wobei bereits
eine Abnahme des Effekts zwischen 21 und 39 Tagen festzustellen war. Nach 112 Tagen war kein
Effekt mehr weder durch 5-Azacytidin oder TSA, noch durch Kombination der beiden Agentien zu
beobachten (Senigl et al. 2008).

Sehr wahrscheinlich spielen insbesondere nach einer langeren Kultivierung neben DNA-Methy-
lierung und Chromatin-Modifikationen noch weitere zellulare Mechanismen eine Rolle, die in die
Regulation der Aktivitat retroviraler Promotoren eingreifen kdnnen (Mclnerney et al. 2000; Swindle
et al. 2002; Katz et al. 2007).

4.7 HERVs und Schizophrenie

Die Identifizierung spezifischer HERV Transkripte in Gehirnproben und CSF von Patienten mit
Schizophrenie kann unterschiedliche Bedeutungen haben: Zum Einen kénnen HERVs eine ur-
sachliche Rolle bei der Atiopathogenese von Schizophrenie spielen, andererseits kann ihre
Expression jedoch auch eine Folge der Erkrankung darstellen (Zur Hausen 2009; Balada et al.
2009). AuBerdem mussen Effekte der Medikation bertcksichtigt werden, die zu einer Veranderung
der Genexpression und damit auch der Expression von HERVs fuihren kénnen.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass zumindest einige in der Therapie
der Schizophrenie eingesetzten Medikamente in vitro einen erheblichen Einfluss auf die HERV
Aktivitdt haben kénnen und somit eine Beurteilung der Bedeutung der HERV Transkripte in
Patienten erschweren. Die hier gewonnenen Resultate deuten an, dass die in Patienten gefun-
denen erhdhten Aktivitaten von HERV-W und ERV9 mdglicherweise eher eine Folge der Medika-
tion sein kénnen, wahrend HERV-K(HML-2) vielmehr mit der Erkrankung assoziiert zu sein
scheint.

Schizophrenie, eine schwerwiegende psychische Erkrankung, wird als multifaktorielle Erkrankung
ratselhaften Ursprungs angesehen, deren Entstehung sowohl eine genetische Komponente als
auch Umweltfaktoren in sich vereint. HERVs kdnnten sowohl zu den genetischen als auch zu den
auBeren Faktoren gezahlt werden. Eine Rolle von HERVs bei Schizophrenie wurde erstmals von
Yolken et al. 2000 postuliert und wird bis heute diskutiert (Yolken et al. 2000; Yolken et al. 2001;
Otowo et al. 2006; Voisset et al. 2008; Christensen 2010). Diese Hypothese stiitzt sich auf ver-
schiedene experimentelle Befunde, die den Nachweis von HERV Transkripten und Proteinen in
Gehirngewebe, CSF oder Blut um fassen (Karlsson et al. 2001; Frank et al. 2005; Huang et al.
2006; Yao et al. 2008).
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Abb. 37: Hypothetische Uberlegung zur Rolle von HERVs bei der Atiopathogenese von Schizophrenie.
Eine Aktivierung von HERVs kann unterschiedliche Auswirkungen haben. So kénnen aktivierte HERV LTRs
benachbarte Gene beeinflussen oder funktionale Strukturproteine produzieren, wie z. B. Env Proteine, die
bereits mit anderen neurologischen Erkrankungen assoziiert worden sind. Einige HERVs exprimieren re-
gulatorische Proteine, die mit zellularen Transkriptionsfaktoren interagieren und somit die Expression zel-
lularer Gene verandern kénnen. [Graphik verandert nach Moyes et al. 2007; Balada et al. 2009; Huang et
al. 2010].

Da insgesamt wenig Uber die Pathogenese der Schizophrenie auf molekularer Ebene bekannt ist,
ist es auch entsprechend schwierig, sich mogliche Pathogenesemechanismen vorzustellen, in
die HERVs involviert sein kdnnten. Einige Anhaltpunkte liefern jedoch andere Erkrankungen, bei
denen eine Rolle von HERVs postuliert wird, wie zum Beispiel Multiple Sklerose oder Krebs
(Romanish et al. 2010; Voisset et al. 2008; Christensen 2010). Unter diesem Aspekt kénnen
hauptsachlich drei verschiedene Mechanismen unterschieden werden, die mdglicherweise auch
bei Schizophrenie mitwirken kénnten.

Zum einen kénnen manche aktivierte HERV Gruppen, wie HERV-W funktionale Strukturproteine
bilden. Dies beruht darauf, dass eine Reihe von HERVs noch intakte ORFs aufweisen (Mager
et al. 2003). Nach einigen Autoren sind Env oder Gag Proteine von zentraler Bedeutung vor allem
bei Autoimmunerkrankungen wie MS, da sie Entziindungsreaktionen auslésen und durch Inter-
aktion mit dem ,Toll-like“ Rezeptor 4 Immunantworten hervorrufen kénnen (Moyes et al. 2007;
Perron et al. 2010; Antony et al. 2011).

Huang et al. konnten zeigen, dass eine Uberexpression des HERV-W Env Proteins in der Glio-
blastomzelllinie U-251MG zu einer Hochregulierung verschiedener Gene fuhrt (Huang et al. 2010).
Darunter sind auch einige mit Schizophrenie assoziierte Gene, wie das BDNF (,brain-derived
neurotrophic factor“)-Gen, sowie das Tyrosinkinase Gen (NTRK2) und das Gen fur den Dopa-
minrezeptor D3 (DRD3).
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Ein weiterer Pathogenesemechanismus betrifft vor allem Elemente der HERV-K(HML-2) Gruppe,
welche neben den Strukturproteinen auch regulatorische Proteine, wie Rec und Np9 produzieren
kénnen, die mit zelluldren Transkriptionsfaktoren interagieren. Eine Beteiligung der Proteine Rec
und Np9 an der Krebsentstehung wurde des Ofteren postuliert (Romanish et al. 2010). Bemer-
kenswert ist eine Studie von Galli et al., die zeigen konnten, dass transgene Mause, die induzier-
bar Rec exprimieren, ein Carcinoma in situ entwickeln, das einer Vorstufe von Keimzelltumoren
des Menschen entspricht (Galli et al. 005). Eine erhdéhte Expression von HERV-K(HML-2) Elemen-
ten, insbesondere von gespleiBten, Rec codierenden Transkripten in menschlichen Keimzelltumo-
ren wie Seminomen, wurde mehrfach in der Literatur beschrieben (Lower et al. 1995; Herbst
et al. 1996; Sauter et al. 1996; Magin et al. 1999, Yang et al. 1999). Das Rec Protein interagiert
mit dem transkriptionellen Repressor PLZF (,,Promyelocytic leukemia zinc-finger protein®) (Denne
et al. 2001). AuBerdem konnte auch eine Interaktion mit dem Repressor TZFP (,testicular zinc-
finger protein®) nachgewiesen werden, bei der die N- und C-terminalen Domé&nen von Rec und
die C-terminale Doméane von TZFP involviert sind (Kaufmann et al. 2010). Np9 wurde ebenfalls
in Keimzelltumoren, aber auch in Melanome detektiert (Buscher et al. 2005). Dieses Protein
interagiert mit einem Liganden des Numb Proteins X (LNX) und hat eine destabilisierende Aus-
wirkung auf den Notch-Signaltransduktionsweg (Armbrister et al. 2004).

Zuletzt sei die Stimulierung von benachbarten, zellularen Genen durch aktivierte HERV LTRs ge-
nannt. Dazu ist nicht unbedingt eine Neuintegration eines Provirus durch Retrotransposition oder
Neuinfektion durch retrovirale Partikel erforderlich. Das menschliche Genom beinhaltet eine
enorme Anzahl von LTR Elementen mit einer Vielzahl regulatorischer Sequenzen, welche nach-
weislich die Expression zellularer Gene beeinflussen kénnen (Landry und Mager, 2002; Jordan
et al., 2003; Jern und Coffin 2008). Dabei kdnnen durch alternatives Splicing, variable Transkrip-
tionsstartstellen oder Polyadenylierungsstellen neue Genprodukte entstehen (Villesen et al. 2004;
Leib-Mésch et al. 2005; Christensen 2010). Zum Beispiel konnten Lamprecht et al. nachweisen,
dass eine abweichende LTR Regulierung des Gens CSF1R (,colony-stimulating factor 1 receptor”)
an der Pathogenese von menschlichen Lymphomen beteiligt ist (Lamprecht et al. 2010). Naka-
mura et al. fanden, dass zwei im Gehirn aktive HERV Loci der Gruppen HERV-K(HML-2) und
HERV-H in unmittelbarer Nahe von mit Schizophrenie assoziierten Genombereichen (SCZD9 und
SCZD4) lokalisiert sind (Nakamura et al. 2003). Damit ware eine krankheitsrelevante Interaktion
mit Genen, die fir die Gehirn-Entwicklung oder Funktion essentiell sind, denkbar.
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4.8 Ausblick

Ein verbessertes Verstandnis (iber die Rolle von HERVs bei der Atiopathogenese von Schizophre-
nie kann zu neuen Methoden bei der Diagnose, Behandlung, aber auch bei der Pravention dieser
schwerwiegenden psychischen Erkrankung fihren (Yolken et al. 2000; Balada et al. 2009). Dazu
ist es auch wichtig, Einflisse der Medikation von krankheitsrelevanten Zusammenhangen klar zu
Unterscheiden. All dies starkt die Notwendigkeit, dass die Rolle von HERVs aber auch ihre Bio-
logie besser verstanden werden muss. Zumal der hohe Prozentsatz von bis zu 9% im menschli-
chen Genom und die zahlreichen Untersuchungen, die eine Rolle bei der Krankheitsentstehung
andeuten, sehr gute Grinde liefern, diese verstarkt in Zukunft weiter zu erforschen.
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5 Zusammenfassung

Mehr als 8% des menschlichen Genoms bestehen aus Relikten friiherer Keimbahninfektionen
durch exogene Retroviren. Einige Gruppen dieser sogenannten humanen endogenen Retroviren
(HERVs) werden mit verschiedenen Krankheiten, wie Krebs, Autoimmun-, aber auch neurologi-
schen Erkrankungen assoziiert. Ein Beispiel hierflr ist Schizophrenie, eine sehr komplexe und
schwerwiegende psychische Stérung mit einer weltweiten Pravalenz von 1%. Die Ursache dieser
Erkrankung ist bislang nicht geklart, jedoch gilt ein Zusammenspiel zwischen einer genetischen
Pradisposition und Umweltfaktoren als erwiesen. Unter anderem werden infektiose Agenzien wie
verschiedene Viren in Verbindung mit Schizophrenie diskutiert. So wurden wiederholt Transkripte
und Proteine von mindestens drei HERV Gruppen, HERV-W, ERV9 und HERV-K(HML-2) in Ge-
hirnproben von Patienten mit Schizophrenie oder auch Bipolaren Stérungen identifiziert. Dies
lasst vermuten, dass eine Aktivierung oder Hochregulierung verschiedener HERV Elemente bei
der Atiopathogenese eine Rolle spielen kénnte. Mit Hilfe eines Retrovirus spezifischen Microar-
rays wurde schlieBlich das Expressionsprofil einer Vielzahl von HERVs in postmortem Gehirnpro-
ben von Patienten mit Schizophrenie und Bipolaren Stérungen, sowie einer gesunden
Kontrollgruppe analysiert. Auffallend war, dass die Gruppe HERV-K(HML-2) in beiden Patienten-
gruppen signifikant tberreprasentiert war. Da jedoch die Mehrheit aller Patienten mit psychischen
Stérungen medikamentds behandelt wird und manche dieser Neuroleptika oder Antidepressiva
die zellulare Genexpression beeinflussen kdnnen, sind auch Auswirkungen der Medikation auf die
HERYV Expression nicht auszuschlieBen.

Um dies zu untersuchen, wurden die HERV Expressionsprofile eines breiten Spektrums humaner
Gehirnzelllinien nach Behandlung mit Valproinsaure (VPA), Haloperidol, Risperidon und Clozapin
mit Hilfe des Retrovirus spezifischen Microarrays bestimmt. Anhand eines MTT Tests wurde
sichergestellt, dass die einzelnen Medikamente im nicht zytotoxischen Bereich verwendet wurden.
Insgesamt wurden 24 HERV Gruppen mit 59 Subgruppen analysiert. Nach Behandlung mit VPA
zeigten einige Vertreter der Klasse | HERVs sowie der Klasse || HERVs konzentrationsabh&ngig
eine erhdhte Expression, wahrend die anderen Medikamente die HERV Aktivitat kaum zu &ndern
vermochten. Am starksten betroffen waren HERV-W und ERV9. Interessanterweise wird die Ge-
samtexpression von HERV-K(HML-2) nicht wesentlich durch die getestete antipsychotische Me-
dikation beeinflusst. Dies starkt die Annahme, dass die HERV-K(HML-2) Expression mit der
Erkrankung assoziiert ist. Alle Ergebnisse konnten durch gRT-PCR verifiziert werden. Gehirnpro-
ben von Rhesusaffen, die mit Haloperidol oder Clozapin behandelt worden waren, zeigten in
Ubereinstimmung mit den Zellkulturexperimenten keine signifikant veranderte HERV Aktivitat.
Um zu prifen, ob sich die gewonnenen Erkenntnisse Uber eine aktivierende Wirkung von VPA auf
Patienten Gbertragen lassen, wurde die HERV-W, ERV9 und HERV-K(HML-2) Aktivitat unter Be-
ricksichtigung der Medikation in postmortem Gehirnproben von Patienten mit Schizophrenie,
Bipolaren Erkrankungen und gesunden Kontrollen quantifiziert. Mit VPA behandelte schizophrene
Patienten zeigten eine geringfligig erhéhte Aktivitat von HERV-W und ERV9 im Vergleich zu un-
behandelten Personen. Unabhangig von der Medikation konnte eine erhdhte Expression von
ERV9 und HERV-K(HML-2) in Patienten im Vergleich zu Gesunden nachgewiesen werden.
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Insgesamt konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit VPA durchaus die HERV Expression
vor allem der Gruppen HERV-W und ERV9 aktivieren kann, wahrend HERV-K(HML-2) nicht si-
gnifikant beeinflusst wird.

In fruheren Untersuchungen wurden 16 transkriptionell aktive HERV-K(HML-2) Proviren von ins-
gesamt etwa 60 proviralen Loci pro haploidem Genom als im menschlichen Gehirn aktiv identifi-
ziert. Wahrend manche ubiquitdr exprimiert werden, sind andere nur selten zu finden.
Bemerkenswert ist, dass Transkripte von zwei HML-2 Loci nur in einem Patienten mit Schizo-
phrenie detektiert wurden.

Um herauszufinden, warum manche HERV-K(HML-2) Loci im Gehirn aktiv sind, wurde der
Methylierungsstatus ausgewahlter Loci in Gehirnproben eines Gesunden und eines Schizophre-
niepatienten untersucht. Alle Loci waren in beiden Gehirnproben meist stark methyliert (80-96%).
Als Kontrolle diente aufgrund der hohen HERV-K(HML-2) Aktivitat die Teratokarzinom-Zelllinie
Tera-1, die einen weit geringeren Methylierungsgrad aufwies (14-46%). Die Daten zeigen eine
deutliche inverse Korrelation zwischen DNA Methylierung und transkriptioneller Aktivitat einzelner
HERV-K(HML-2) Loci.

AuBerdem konnte in einer neuralen Stammzelllinie als Modellsystem gezeigt werden, dass VPA,
Haloperidol, Risperidon, sowie Clozapin keinen Einfluss auf den Methylierungsstatus eines ein-
zelnen Locus haben. Im Gegensatz dazu konnte ein veranderter Chromatinstatus bei einem von
vier ausgewahlten HERV-K(HML-2) Loci nach Behandlung mit VPA nachgewiesen werden, ob-
wohl die gesamte HERV-K(HML-2) Expression unbeeinflusst blieb. Diese Resultate zeigen, dass
beim Stilllegen, wie auch bei der Aktivierung von HERVs eine Vielzahl von Faktoren, wie DNA Me-
thylierung und Chromatinmodifikation zusammenspielen missen.

Zuletzt wurde untersucht, wie de novo ins Genom integrierte HERV LTR Sequenzen im Vergleich
zu bereits seit Millionen Jahren stabil im Genom integrierten Elementen reguliert werden. Hierfur
wurden Zellklone verwendet, die mit vier unterschiedlichen pLXSN-HERV-H bzw. pLXSN-HERV-
L-CordR Hybridvektoren infiziert worden waren. Die durch den HERV Promotor vermittelte, zell-
typspezifische Expression des Reportergens egfp wurde Uber einen Zeitraum von sechs Monaten
mittels FACS Analyse untersucht. Sechs von acht Zellklonen zeigten wahrend der Langzeitstudie
eine stabile Expression des Transgens. Lediglich in einer Pankreaskarzinomzelllinie (MIAPaCa-2)
wurde ein kontinuierlicher Riickgang der Reportergenaktivitéat in zwei LXSN-HERV-H-MC16 Zell-
klonen beobachtet. Da dies nicht auf Mutationen zuriickgefuhrt werden konnte, muss davon aus-
gegangen werden, dass epigenetische Modifikationen zu dem ,Silencingprozess*” gefihrt haben.
Insgesamt zeigen die Resultate jedoch, dass sich HERV LTRs sehr gut fur die Konstruktion ge-
webespezifischer retroviraler Vektoren eignen und eine stabile Expression des Transgens vermit-
teln kénnen.
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6 Summary

About 8% of the human genome is composed of endogenous retroviruses (HERVs). Some HERV
groups are associated with pathological conditions such as cancer, autoimmunity and neurological
diseases. One example is schizophrenia, a highly complex and severe neuropsychiatric disorder
with a prevalence of 1% worldwide. While the etiology is uncertain, it is known that the etiopatho-
genesis involves the interplay of complex polygenic influences and environmental risk factors. An
association of infectious agents such as viruses with schizophrenia has often been hypothesized.
Indeed, transcripts and proteins derived from at least three HERV groups, HERV-W, ERV9 and
HERV-K(HML-2), were detected repeatedly in brain samples of patients with schizophrenia sug-
gesting activation or upregulation of distinct HERV sequences may play a role in the etiopatho-
genesis. The expression profiles of a broad range of HERVs analyzed in brain samples from
patients with schizophrenia, bipolar disorders and healthy controls using a retrovirus specific
microarray particularly revealed a prevalence of HERV-K(HML-2) elements in both patient groups.
Since most patients were treated with different neuroleptics and/or antidepressants that may in-
fluence gene expression, the question arises if antipsychotic medication can influence HERV ac-
tivity and whether the overrepresentation of certain HERV transcripts may be due to the effects
of drugs.

Therefore, HERV expression profiles of a broad range of human brain cells treated with different
concentrations of valproic acid (VPA), haloperidol, risperidone and clozapine were analyzed using
the retrovirus-specific microarray. MTT Assays were performed to make sure that the drugs were
used in non-cytotoxic concentrations. The investigation of 24 HERV groups and 59 subgroups re-
vealed that several HERV elements belonging to class | and class Il HERVs are upregulated by
the treatment with VPA showing the highest influence on HERV-W and ERV9. These results were
quantified and confirmed using quantitative reverse transcriptase PCR (qRT-PCR) methods. Re-
markably, the expression level of HERV-K(HML-2) elements was not influenced by antipsychotic
medication suggesting a possible association with the disease. Analysis of brain tissue of rhesus
monkeys treated with haloperidol and clozapine resulted in no increase of endogenous retrovirus
transcript levels in accordance with the cell culture results.

Using qRT-PCR, the expression of HERV-W, ERV9 and HERV-K(HML-2) was then quantified in
postmortem brain samples of patients with schizophrenia, bipolar disorders and a healthy control
group with regard to their medication. Patients with schizophrenia showed a slightly higher HERV-
W and ERV9 expression associated with VPA treatment. Taken together these results suggest that
antipsychotic medication may increase the expression of HERV-W and ERV9, but does not sig-
nificantly influence the overall expression of HERV-K(HML-2) elements. An increased expression
of ERV9 and HERV-K(HML-2) transcripts was observed in patients independent of medication.

A previous characterization of the HERV-K(HML-2) group revealed that, in total, 16 different
proviruses out of about 60 HERV-K(HML-2) loci per haploid human genome are transcribed in
human brain. Their activity profile ranges from ubiquitary to differentially or rarely expressed.
Notably, transcripts derived from two HML-2 proviruses were only detected in a patient with
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schizophrenia. The current study investigates why specific HERV-K(HML-2) Loci may be
transcriptionally active in human brain. Since promoter methylation is the most common reason
for HERV silencing, the methylation status of selected HERV-K(HML-2) loci was investigated in
brain tissue from a schizophrenic patient as well as a healthy individual. All loci investigated in the
brain of both individuals are highly methylated (80-96%). In contrast, the methylation level of
HERV-K(HML-2) loci in human teratocarcinoma cells (Tera-1) showing particularly high HERV-
K(HML-2) activity was much lower (14-46%). These results strongly indicate an inverse correlation
between DNA methylation and transcriptional activity of HERV-K(HML-2) loci. Using human neural
stem cells as a model system, no influence of VPA, haloperidol, risperidone or clozapine on the
methylation status of a single HERV-K(HML-2) locus was observed. In contrast, VPA shows a
clear effect on the chromatin status of one out of four selected HERV-K(HML-2) loci although
HML-2 expression in total seems to remain unaffected. These data suggest that HERV silencing
as well as activation may involve a variety of mechanisms including chromatin modification and
DNA methylation and requires several steps for implementation.

Another goal of the current study was to compare the regulation of de novo integrated HERV
LTRs and of HERV elements stably integrated in the human genome for millions of years.
A leukemia virus (MLV)-based promoter conversion vector with the reporter gene egfp controlled
by a cell type-specific HERV promoter was used to follow the long-term expression of the trans-
gene. Cell clones infected with four different HERV-MLV hybrid vectors containing HERV-H and
HERV-L sequences were monitored by FACS analysis over a period of six months. Six of eight
analyzed clones showed a stable expression of the transgene over time. In one cell line (human
pancreas carcinoma cells MIAPaCa-2) a decrease of the expression activity of two HERV-H vec-
tors was observed. Since no essential mutations within the promoter region were detected, the
HERV promoters were probably silenced by epigenetic modifications. In summary, by virtue of
their high cell type specificity and longterm stability, HERV LTRs may be a useful tool for the con-
struction of tissue-specific retroviral expression vectors.



A Anhang

Sequenzen der Oligonukleotide

Tab. 10: Lokalisierung, Sequenz-Quelle, Name und Oligonukleotid-Sequenz der Retrovirus-spezifischen,
5 -NHo-markierten Oligonukleotiden (“Capture Probes”)

Lokalisierung

auf dem Quelle Name Oligonukleotid-Sequenz (5> 3°)
Microarray
U35102 SEQHML1A ATGCTAAATAGCCCAACTGTTTGT
A6 (Medstrand et TAAACTTATGTCAGAAAGCTA
al, 1993)
TTAAGCCAGTTAGAGAACAGTTTA
nEoklilie AAAAATGTTATATCATCCATT
S77579 ATGTTAAATAGCCCAACTATTTGT
A10 (Lefebvre of  MOP 29-1 CAAACCTATGTTGGGAAAGTT
al,, 1995)
ATTAAGCCAGTTAGAGAACAGTTT
MOP 29-2 TAAAAATGTTATAGTATTCAT
M14123 HERV-K 101 ATGCTTAATAGTCCAACTATTTGT
E1 (Ono et al., CAGACTTTTGTAGGTCGAGCT
1986)
CTTCAACCAGTGAGAGAAAAGTT
AR TTCAGACTGTTATATTATTCAT
U87595 ATGCTTAATAGTCCAACTATTTGT
E13 (Zsiros otal, ERV-K(D1.2)-1 CAGACTTTTGTAGCTCAAGTT
1998)
CTTCAACCAGTTAGAGACAAGTTT
AR TCAGACTGTTATATCATTCAT
AF298587, ATGCTTAATAGTCCAACTATTTGT
E5 (Mayer etal,  HERV-K(HML-2-HOM)-1  CAGACTTTTGTAGGTCGAGCT
1999)
CTTCAACCAGTTAGAGAAAAGTTT
HERV-K(HML-2-HOM)-2  TCAGACTGTTATATTATTCAT
U87588, S ATGCTTAATAGTCCAACTATTTGT
E9 (Zsiros et al., CAGACTTTTGTAGGTCGTGCT
1998)
CTTTAACCAGTTAGAGACAAGTTT
SRR TCAGACTGTTATATCATTCAT
U35236 SEQHMLS-A ATGTTAAACAGTCCAACAATTTGC
E2 (Medstrand et CAGACTTATATGGGCAAGCAA
al, 1993)

SEQHML3-2

TTGAACCTACTCTTAAAAAATTTT
CACAGTGTTACATTATTCATT




E6

E17

E21

E10

E18

E14

E22

Al4

A18

S66676
(Kalden et al.,
1993)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

AF020092
(Seifarth et al.,
1995)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

U35161
(Medstrand et
al., 1993)

U60269
(Medstrand et
al., 1997)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

HERV1SLE S66676-1

HERV1SLE S66676-2

SEQ26-1

SEQ26-2

SEQ34-1

SEQ34-2

SEQ43-1

SEQ43-2

HERV-K-T47D-1

HERV-K-T47D-2

SEQ10-1

SEQ10-2

SEQHML5-1

SEQHMLS5-2

HERV-K(HML-6)-1

HERV-K(HML-6)-2

SEQ38-1

ATGATAAACAGTCCAACAATTTGC
CAGGCATATGTAGGGCAAAC

AAWTGAACCTACYTGTAAAAAATT
TTCAGTGTTACATTATTCATT

CGTGTTAAACAGTCCGACTATTTG
CCAGAAGTATGTGGGGGCAAG

CAATTGAATCTACTCGTAAAAAAT
TTTCACAGTGTTACATTATTC

ATGTTAAATGGTCCCACAATTTGC
CAGACATATGTGGGGCAAGCA

CTTGAACTTACTCATAAAAAATTT
TCAGTGTTACATTATTCACTA

ATGTTAAACAGTCCAACAATTTGC
CAGATGTACGTGGTGCAAGC

AATTGAACCTACTTGTAAAAAATT
TTTGGTGTTACATTNTTCNTTA

CATGCTTAATAGTCCCACTATTTG
TCAGTATTTTGTGGGGCGTGT

GCTTCAACCTGTCAGGGATCAGT
TTCCCCGATGTTACATCGTTCA

ATGCTTAATAGTCCCACTATTTGT
CAGTATTTTGTGGGGGTGTGC

TTCAACCTGTCAGGGATTCAGTTT
CCCCGATGTTACATCGTTTAC

ATGCTGAACAGTCCTACCATGTG
TCAGTAACATGTAAATCAAGCT

TTGCTCCCCAGTAGAAAATAATTT
CCTAATTGCAAGATTATTCAT

ATGCTTAACAGTCTTACGCTATGT
CAGCATTTTGTAGGACAGGCA

TTAAAGAAGCCTCGGAATATGTTT
CCTACTGCTTACATCATTCAT

ATGCTCAACACCTACGTTAAGTCA
GCATTTTGTAGGAAGAGCATT




A22

B6

B10

B21

B22

B18

B14

B2

Herrmann
1998
(pers. comm.)

U07856,
(Dangel et al.,
1994)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

U39937
(Li et al., 1995)

(NMWV7)
(HERVK11DI)

Repbase
(Jurka, 2000)

(NMWV3)
(HERVK11)

Repbase
(Jurka, 2000)

AC025569
nt 93650-
93890

Repbase
(Jurka, 2000)

(Zsiros et al.,
1998)

(AF030047)

SEQ38-2

SEQ56-1

SEQ56-2

HERV-KC4 U07856-1

HERV-KC4 U07856-2

SEQ31-1

SEQ31-2

HERV-K U39937-1

= HERV-K10

HERV-K U39937-2
= HERV-K10

HML7-1

HML7-2

HML8-1

HML8-2

HML9-1

HML9-2

HERV-K(P3)-1

HERV-K(P3)-2

AAAGGACTCTCAGAATATGTTTCC
CACTGCCTACATCGTTCATTA

ATGCTTAACAGCATTATATCAGCA
TGTTGTAGGATAGGCATTAAA

GGTGCCTCTGAATATGTTTCCCA
CAGCCTACATCCGTCATTATAT

ATGTTAAATAGTCCCACAGTTTGT
CAAACTTTTGTAGGCAGAACT

ATCCAGCCTGTTAGAGATCAGTTT
CCAGATTTGTGCAGCAAAAAG

ATGTTAAACAGTTCCACAGTTTGT
CAAACTTTTGTAGGCAAAGCT

ATCCAGCTAGTTAGAGATCAATTT
CCAGATTGTTACATCATTCAT

ATGCTTAATAGTCCAACTATTTGT
CAGACTTTTGTAGGTCGAGCT

CTTCAACCAGTTAGAGAAAAGTTT
TCAGACTGTTATATTATTCAT

ATGATTAACAGTCCTACTATTTGT
CAGTTGTTTGTCGGTACTGT

GTTACAACCTATCCGACAGACTTT
TAAAAATAATTACATTCTTCAT

ATGCTAAATAGCCCTACAATCTGC
CAGCTTTATGTTGGACAAGTG

CTTTCACCAGTTCGAGCCCAATTT
CCCCAGGCCTATATTCTTCAT

ATGATAAATAGCCCACTACATGTC
AGCTTTACGTACTTGAAGCCT

TACTTTCTGTGCGTCCATCCTTCC
CCCAGGCAAAAATCTTCCAC

CTGCTCAATAGCCCCACTATTTGT
CAATATTATGTGGGATGCATA

TTAAAGCCAGTTAGAGATAAATTT
CCCCAATGTTATATTATTCAT




A7

A1

E15

A15

A4

A19

A23

E7

E3

(895836
(Cordonnier et
al., 1995)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

(293019)
(Tristem, 2000)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

(Z84470)
(Tristem, 2000)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

U12970
(Haltmeier et
al., 1995)

U12969
(Haltmeier et
al., 1995)

HERV-L G895836-1

HERV-L G895836-2

SEQ39-1

SEQ39-2

HS49C23-1

HS49C23-2

SEQ45-1

SEQ45-2

HERV-S-1

HERV-S-2

SEQ51-1

SEQ51-2

SEQ58-1

SEQ58-2

S71pCRTK1-1

S71pCRTK1-2

S71pCRTK6-1

TATATCAACTCTCCGGCTTTGTGT
CATAATCTTATTCAGAGTGAT

CTTGATCACTTTTCACTGCCACAA
GATATCACACTGGTCCATTAC

GTATATCAACTCTCCAGCTTTGTG
TCATCATCTTATTCAGAGATA

CCTTGATCACTTTTCACTTCTGCA
AGATATCATGCTGGTCCATTA

TTTACCGAAGCCCCTTCATATTTT
TCCCAAACATTGCATCAGGAA

TTGGCACTACAATTTCGTCAAAAT
TCTACTCTCATTCAGTACATA

TATATCAGTTATCTGGCTTTGTGA
CGTAATCTTATTTGGAGAGAT

CTAGATAACTTTTCACTTCCACAA
GATATCACACTGGTCCACTAC

TATGTGCATAGCCCCACCATTTGT
CATGGTTTTGTTGCCATGGAC

TTAGCCGCCTGGAATTGTCCAAA
AGGGGTCAGCCTGTTTCATTAT

TGTATCAACTCTCTGGCTTTGTGT
CATAATCTTACCTGGAGACAT

CTTGATCGCTTTTTGCTTCCACNA
GATATCACACTGGTCCATTAT

TATATCAACTCTCCAGTTTTGTGT
CATAGTCTTAGTCAGAGAGAC

CTTGATCACTTTTTGCTTCCATAA
GACATCACACTGGCCCATTAC

TTTAAAAACTCCCCTACCCTTTTT
GGGGAAGCCCTCCAACAGGAT

CTTATACCATTCTGAGCCAGTAAC
CCTCACTGCACTCTTCTCCAG

TTTAAAAATTCCGCCACCCTTTTT
GGGGAAGCCCTCCAACAAGAT




E4

E8

E11

A12

A16

A20

E16

E19

M10976
(Repaske et
al., 1985)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

U27240
(Seifarth et al.,
1995)

M92067
(Maeda et al.,
1990)

U27241
(Seifarth et al.,
1995)

Herrmann,
1998
(pers. comm.)

AF026252
(Lindeskog et
al., 1998)

(269907)
(Tristem, 2000)

S71pCRTK6-2

HERVE41-1

HERVE41-2

SEQ32-1

SEQ32-2

ERV-FRD-1

ERV-FRD-2

HERV-I-1

HERV-I-2

ERV-FTD-1

ERV-FTD-2

SEQ65-1

SEQ65-2

HERV-H AF026252-1

HERV-H AF026252-2

HERV-Z-1

HERV-Z-2

CTTCTACCATTCTGAGCCAGTCC
CCTTAACTGTAACTCTTCTTCA

TTCAAGAACTCCCCCACCATCTTT
GGGGAGGCGTTGGCTCGAGA

CCTCCAGAAGTTTCCCACCAGAG
ACCTAGGCTGCGTGTTGCTCC

TTCAAGAACTCCCTTACTATCTTC
GGGGAGGCTCTGACTTGAGAC

TTGCAAAAGTTTCCTGCTAAAGAC
CTAGGCTATGTCTTGCTCCTG

TTCAGAGATAGTCCCCATTTGTTT
GGGCAAGCCTTGGCTAGATA

TTTGCAGGACCTAAGTCTTTATAT
GGAAGGGCATCTCCTACAG

TTCATGGATTCACCCAACCTTTTT
GGTCAAATTTTAGAACAAGTG

CTAGACAAAGTTTCTGTTCCAAAA
CAATTATGCCTGCTTCAATAT

TTCACAGACTCCCCTAATATTTTT
GGTGAAATTTTAGAACAAGC

ATTAGAAAAAGTTTTCATTCCAGA
ACAAATATGCCTTCTCCAG

AGACTCCCCTAATCTTTTTGGCCA
AATTTTAGAACAAGTGTTAG

AAAAAGTGGTCATCCCAAAGCAA
ATATGCTTGCTCTAGTACATG

TTCACAGACAGCCCCCATTACTT
CAGTCAAGCCCAAATTTCTTCC

TTATCTGTTACCTATCTCCGCATA
ATTCTCATAAAAACACACGTG

TTTAGGGATAGTCCCCATCCCATT
GGGAATGCGTTGGCAAAATAA

TTAAGGGAACTACAGTTAACAAAT
GGATCTCTCCTACAATATGTG




E20

E12

B20

B11

E23

B24

B12

B16

A8

Hohenadl 1998
(pers. comm.)

HERV-H(RGH2

D11078

HERV-Fb
ACO000378

= HERV-XA

(Tristem, 2000)

AF009668
(Blond et al.,

1999) (MSRV)

HERV-R
AC004609

(AC004045)

(Tristem, 2000)

(AC002416)

(Tristem, 2000)

(294277)

(Tristem, 2000)

Herrmann
1998

(pers. comm.)

SEQ66-1

SEQ66-2

RGH2-1

RGH2-2

HERV-Fb-1

HERV-Fb-2

HERV-W-1

HERV-W-2

HERV-R(ERV3)-1

HERV-R(ERV3)-2

HERV-Rb-1

HERV-Rb-2

HERV-F2-1

HERV-F2-2

HERV-F-1

HERV-F-2

SEQ77-1

TTCAGAGACAGCCCCCATTACTTT
AGTCAAGCTCTTTCTCATGAT

CTACTTTCTTTCCATCCATCTGTT
TCTCACCTTATTCAATATATG

TTCAGGGGCAGCCCTTATTATTTC
AGCCAAGCTCTTTCTCATGAT

TTACTTTCTTTCCACCCCTCCACT
TCTCACCTTATTCAATATATT

TTCCAGGATAGCCTTCTTTTCTTC
GGGCAAGCCCTAGCCCAAGAC

CTTGCCTCCTTGGATCTTTCCCCC
AGCCGCCTTCTTCAATATCTA

TTCAGGGATAGCCCCCATCTATTT
GGCCAGGCATTAGCCCAAG

ACTTGAGTCAATTCTCATACCTGG
ACACTCTTGTCCTTCAGTAC

TTCAAAAACTCTCTTACAATCTTT
GAGGAAGCACTGGCCTCAAAC

CTCAAGGCCTATACCCTGCCAAA
TGATAACTGTGCCTTGTTTCAG

TTTAAAAACTCCCCAAGTATATTT
GGAGAGGCTTTGATTCAAGAC

TTGAGAGGTTACAATTAGAAAATG
GGGTGCTACTTCAATATGTG

TTCAGAAACAGCCCCCACCATTTT
GGGCAGGCCCTTGCTCATGAC

CTCTGTATCTTATCCCTAAAACCG
TCCACTCTCCTTCAATATGTT

TTTAGAGACGGCCCTCACTATTTC
AGTCAGGCACTTCAGTTGGAC

CTTTCCCAACTACCTCTATGATCC
AGCATCTTGCTTCAGCACGAG

TGGAAGGGAGGACTTGAGCACAT
TCTTAAATGT




B23

E24

B4

B8

B19

B15

A17

A5

HSERV9Y,
X57147 (La
Mantia et al.,
1991)

(AC005741)
(Tristem, 2000)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

Herrmann
1998
(pers. comm.)

human beta
actin E01094

human
ubiquitin
U49869

SEQ77-2

ERV9-1

ERV9-2

HERV-ADP-1

HERV-ADP-2

SEQ59-1

SEQ59-2

SEQ60-1

SEQ60-2

SEQ63-1

SEQ63-2

SEQ64-1

SEQ64-2

bact-1 (exon)

bact-2 (exon)

ubi-1 (exon)

ubi-2 (exon)

GGCTCCTGTAATTTTTAACACATT
GACACATGCTA

TTTAGGGATAGCCCTCATCTGTTT
GGTCAGGCCCTAGCCAAA

GATCTAGGCCACTTCTCAAGTCC
AGGCACTCTGGTCCTTCAA

TTCAAATTTGTTCAAATCTTAGAA
AACGTCCTGGAGGAATCCCAA

ACTTCCAGGGGAACCCAGTTGTT
GCAATATTGTA

TTTAGGGATAGCCCTCATCTGTTT
GGTCAGGCACAGGCCCAAG

ATCTAGTTCACTTCTCAAGTCCAG
GCACTCTGGTTGTTCAGTAC

TTTAGGGACAGCCCTCACTATTTC
GGTCAGGCACTTCAATTAG

ACCTCTCCCAGCTACATCTNCNN
CCYNGCATCTTGCTTCAGTA

TTCAGGGATAGCTCCCATCTATTT
GGCCAGGCATTAACCCGAG

ACTTAAGCCAGTTCTCATACGTG
GACACTCTTGTCCTTTGGTA

TTTAGAGATAGCCCTCACCTGTTT
GGCCAAGCATTGGCCAAGA

TTTAAGTCACTTCTTGCACCCAGG
TACCCTAATTCTTCAATAT

ATGCCCCCCGGGCCGTCTTCCCC
TCCATCGTGGGGCGCCCCAGGC

GCCCAGAGCAAGAGAGGCATCCT
CACCCTGAAGTACCCCATCGAG

GGTGGACGTGGTTGGTGATTGGC
AGGATCCTGGTATCCGCTAACA

AAATGCAGATCTTCGTGAAAACC
CTTACCGGCAAGACCATCACCC




A13

A9

A21

F4

F8

F12

F16

F20

B9

RPL19
NM_000981

GAPD
NM_002046.1

human HPRT
NM_000194

RPL19

GAPD-1

GAPD-2

HPRT-1

HPRT-2

MacERV1-1

MacERV1-2

MacERV2-1

MacERV2-2

MacERV3-1

MacERV3-2

MacERV4-1

MacERV4-2

MacERV5-1

MacERV5-2

MacERV6-1

MacERV6-2

CACATCCACAAGCTGAAGGCAGA
CAAGGCCCGCAAGAAGCT

ACTCTGGTAAAGTGGATATTGTTG
CCATCAATGACCCCTTCATTG

ATGTTCCAATATGATTCCACCCAT
GGCAAATTCCATGGCACCGTC

GGAAAGGGTGTTTATTCCTCATG
GACTAATTATGGACAGGACTGA

AGGGGGGCTATAAATTCTTTGCT
GACCTGCTGGATTACATCAAAG

ATTCAAAAACTCTCCTACCCTGTT
CGATGAGGCCCTCCATGAAGA

CCTGGGTGAGTACCGACGCAAAC
ACCCTGAAATAACCTTACTAC

TCAAGAACTCGCCAACCCTGTTC
GATGAAGCCCTTCATGAAGATC

TGGGTGAGTACCGGCGGCAACA
CCCTGAAATAACTCTTTTGCAA

TCAAGAACTCTCCCACTCTCTTCG
ATGAGGCTCTTCATCGAGACCT

GACCGACTTCCGGACCCAAAATC
CAGAAGTGACTCTACTCCAGTAT
G

TGGCCAATAGTCCTACCTTGTGT
CAAAAATATGTAGCTGCCGCTA

TAGAGCCAGTCAGAAAAACGTGG
GCACAAATGTATATTATACATT

TCCGAGATAGCCCCCATTTTTTCG
GACAGGCACTGGCACGGG

ACATCCTCCTCTGCCCCCTAACC
CATAGCACCCTTCTACAAT

TCCGAGACAGCCCCCACTTCTTT
GGGCAGGCATTGGCCAAAG

ACCTAGCCCAGTGCCCATTCCGC
TCCAGCACCATTATCCAG




B1

B5

MacERVK1-1

MacERVK1-2

MacERVK2-1

MacERVK2-2

TGCTTAATAGTCCTACCTTATGTC
AAGAGTTTGTTCATAGAGCCT

TAAATCCTGTTAGATGTCAATTCC
CTACTGTGTTAATATACCATT

TGTTAAACAGCCCTACCTTGTGTC
AAGAATTTGTCCATCGGGCCT

TGGATCCTGTTCGAAAGCGTCAT
CCTTCTGTTCTTTTATATCATT

Tab. 11: Position und Oligonukleotid-Sequenz der Lokalisierungsnukleotide auf dem Retrovirus-

spezifischen Microarray (nach Seifarth, unveroéffentlicht).

Lokalisierung

Oligonukleotid-

:ntff dem Name Sequenz (5'>3°) Markierung Oligomer
icroarray

A1, A2, A3, Lokalisierungs- TGGAAAGTGTTACCA TP S i

F1, F2 Oligonukleotide ~ CAAGG RN It e 20-mer

Tab.12: Kontroll-Oligonukleotid-Sequenzen fiir den Retrovirus-spezifischen Microarray

(nach Seifarth, unveréffentlicht).

Name Oligonukleotid-Sequenz (5> 3°) Markierung Oligomer

antisense-2HOM AGCTCGACCTACAAAAGTCTGACAAATA 5-Cy3-3’ 42-mer
GTTGGACT

antisense-HERV-W  ATGAATAATCTTGCAATTAGGAAATTATT 5-Cy3-3’ 36-mer
TTCTACTGGGGAG

antisense-HML-1 TAGCTTTCTGACATAAGTTTAACAAACA  5-Cy3-3 42-mer
GTTGGGCT

antisense-HML-5 GTACTGAAGGACAAGAGTGTCCAGGTA  5-Cy3-3’ 36-mer
TGAGAATTGACTCAA

antisense-MMTV CACAATATATGAGTCTTGGTATTTACTC  5-Cy3-3’ 42-mer

CTTACAGTCAATAT
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Abb. 38: Quantitative Analyse der HML-2 (A), ERV9 (B) und HERV-W (C) Expression von 42
postmortem-Proben mittels qRT-PCR. Es wurden 12 Patienten mit Schizophrenie, 20 Patienten mit Bi-
polaren Stérungen und zehn Gesunde analysiert und hinsichtlich ihres Drogen- bzw. Alkoholkonsums auf-
geteilt. Die Auswahl beruhte auf Patientendaten des ,Stanley Medical Research Institute“(SMRI), Baltimore,
USA (Tab. 5). Die Auswertung der Daten erfolgte nach Pfaffl et al. (2001), keine der Messungen hatte ein
Signifikanzniveau von 95%.
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