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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Retroelemente

Die beinahe vollstdndige Entschliusselung des menschlichen Genoms im Rahmen des
Humanen Genom Projekts (International Human Genome Sequencing Consortium, 2001)
zeigten, dass nur ein geringer Teil von etwa 1,5 % des Genoms aus kodierenden Exons
besteht (Abb.: 1). Dagegen werden 45 % des menschlichen Genoms von transponierbaren
mobilen Elementen gebildet (Lander et al., 2001). Die transposablen Elemente lassen sich
in vier Kategorien einteilen, LINEs (long interspersed elements), SINEs (short
interspersed elements), LTR-Retrotransposons und DNA-Transposons (Abb.: 1).

1-1,5 % kodierende Exons
DNA Transposons

LTR Retrotransposons

Introns,
regulatorische
Bereiche, Telomere,
Mikrosateliten, u. a.

Non-LTR
Retrotransposons

~34 %

0,1 % SVA
0,5 % Pseudogene/

Modifiziert nach Lander ef al., 2001

Abbildung 1: Zusammensetzung des menschlichen Genoms

Die DNA-Transposons sind in der Lage, ihren genomischen Lokus uber eine DNA-
Zwischenstufe zu verandern, LTR-Retrotransposons, SINEs und LINEs vollziehen ihre
Replikation (ber ein  RNA-Zwischenprodukt (Wilkinson et al.,, 1994). Der
Replikationszyklus gliedert sich dabei in folgende Schritte: Transkription der DNA durch
eine RNA-Polymerase des Wirtsorganismus, reverse Transkription der mRNA durch eine

von diesen Elementen codierte RNA abhangige DNA-Polymerase (Reverse Transkriptase)
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und (Re) Integration der synthetisierten DNA in das Genom. In Folge des
Integrationsmechanismus wird jedes Retroelement von kurzen Sequenzwiederholungen
eingeschlossen (direct repeats). Die Klassifikation der Retroelemente erfolgt auf Grund
von strukturellen und funktionalen Merkmalen. Man unterscheidet Elemente mit LTR
(long terminal repeat) und ohne LTR. Die Non-LTR-Elemente stellen mit ~34 % einen
groRen Anteil des menschlichen Genoms dar (Lander et al., 2001). Sie werden weiter
unterteilt in autonome Elemente, die in der Lage sind, sich selbst im Genom zu verbreiten
(LINES), und in nichtautonome Elemente (SINEs, SVA, Pseudogen), deren Verbreitung
wahrscheinlich  Gber LINE-Proteine vermittelt wird. Die Gruppe der LTR-
Retrotransposons umfasst die endogenen Retroviren und Retrovirus ahnlichen Elemente
(Lander et al., 2001). Ungefahr 8 % des menschlichen Genoms bestehen aus endogenen
Retroviren und abgeleiteten Sequenzen.

1.2. Retroviren

In Abhangigkeit des Ubertragungsmodus unterscheidet man exogene und endogene
Retroviren. Die endogenen Retroviren sind im Genom des Wirtsorganismus fixiert und
werden ,vertikal“ durch Vererbung Uber die Keimbahn des Wirtes Ubertragen. Die
exogenen Retroviren werden dagegen ,,horizontal* durch Infektion Gbertragen.

Die Familie der Retroviren (Retroviridae) besteht aus RNA-Viren, die gemeinsame
Merkmale in der Struktur der Virionen und in der Art der Replikation aufweisen (Levy,
1992). Alle Retroviren zeichnen sich durch das Vorkommen des Enzyms Reverse
Transkriptase aus, das erstmalig 1970 von Temin und Baltimore unabhangig voneinander
beschrieben wurde. Die unter Wirbeltieren verbreitete Virusfamilie wurde Anfang des 20.
Jahrhunderts durch P. Rous entdeckt. Er zeigte, dass Sarkome durch zellfreie Extrakte von
erkrankten auf gesunde Huhne tbertragen werden konnten (Rous, 1911). Nach ihm wurde
der virale Erreger der Erkrankung, als Rous-Sarkom-Virus (RSV) benannt. Die Virus-
Wirt-Interaktionen sind ausgesprochen vielfaltig: Infektionen mit Retroviren kdnnen beim
Wirtsorganismus schwere Erkrankungen wie Neoplasien hervorrufen, ebenso kann eine
pathogene Wirkung aber auch ausbleiben. In den Fokus des 6ffentlichen Interesses riickten
die Retroviren in der Mitte der 80er Jahre des 20.Jahrhunderts durch die globale
Verbreitung des HI-Virus (human immunodeficiency virus), dem Erreger des erworbenen
Immundefekt—-Syndroms  (AIDS). Neben dem HI-Virus ist noch ein weiteres
humanpathogenes Retrovirus bekannt, das humane T-Zell Leukdmievirus (HTLV). Eine
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HTLV-Infektion verursacht beim Menschen beispielsweise eine adulte T-Zell Leukamie.
Diese Krankheit kann bei akuter Verlaufsform innerhalb von sechs Monaten zum Tode
fuhren. In der biomedizinischen Forschung wird den Retroviren vor allem Aufmerksamkeit
in Bereichen der therapeutischen Anwendung als Vektoren fir den Gentransfer zuteil.
Zudem ist ihre Rolle bei der Entstehung von malignen Tumorerkrankungen Gegenstand

von Untersuchungen.

1.2.1. Klassifikation und Taxonomie der Retroviren

Die Klassifikation des ,,International Comittee on Taxonomy of Viruses* umfasst sieben
Gattungen (Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta- und Epsilon-Retroviren sowie Lenti- und
Spumaviren), die sich ihrerseits in Subgenera und Spezies unterteilen. HIV-1 und HIV-2
sind Vertreter der Lentiviren, HTLV-1 und HTLV-2 gehoéren der Gruppe der Delta-
Retroviren an. Verwandtschaftsgrade zwischen den Retroviren lassen sich anhand des
relativ gut konservierten Polymerase-Genes ermitteln (Doolittle et al.; 1990).

Die veraltete Einteilung der Retroviren in die Klassen A, B, C, und D geschah anhand
morphologischer Unterschiede der Viruspartikel im elektronenmikroskopischen Bild
(Bernhard, 1960; Fine und Schochetman, 1978).

1.2.2. Morphologie der Retroviren

Die retroviralen Viruspartikel (Abb.: 2) haben einen Durchmesser von ca. 80-130 nm und

besitzen einen typischen Aufbau. Die

Virionen bestehen aus einem viralen

Kapsid (core), welches das virale

Reverse
Transkriptase

Genom enthélt. Es wird von einer
Lipoproteinmembran (envelope)
umgeben, in die die viralen
Huallproteine eingelagert sind. Das Glycoproteine

Viruskapsid besitzt eine spharisch-

Oberfléichen Integrase
Glycoproteine

ikosaedrische (Alpha-, Beta-, Gamma-

. Delta-Retroviren und Spumaviren) Abbildung 2: Schematische Darstellung eines Virions

oder konische (einige Beta-Retroviren (modifiziert nach Coffin, 1992)

und Lentiviren) Form.
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Die Erbinformation liegt in doppelter Kopie als einzelstrangige (+) RNA vor und wird von
Nukleokapsidproteinen umschlossen.

Durch die 5’Cap-Struktur und die 3’-Polyadenylierung besitzt die virale Erbinformation
alle Charakteristika einer eukaryotischen mRNA. Neben dem Genom enthélt das virale
Kapsid auch die viralen Enzyme Protease, Integrase und Reverse Transkriptase. Zwischen
dem Kapsid und der umgebenden Lipidmembran werden netzartig miteinander verbundene
Matrixproteine eingelagert, diese sind haufig Uber aminoterminal angefligte
Myristinséurereste in der Membran verankert. Die virale Lipiddoppelschicht entstammt der
Wirtszelle. In die Virusmembran wird das transmembrane Hullprotein (TM-Protein, trans
membrane) eingelagert. An den extraviralen Bereich des TM-Proteins ist Uber nicht
kovalente Bindung das virale Oberflachen-Protein (SU-Protein, surface unit) gekoppelt.
Die Glykoproteine liegen als trimere Komplexe vor und vermitteln den Kontakt und die
Fusion mit der Zielzelle.

A. RNA-Genom

5" Cap pol AAA 3
R U5 PB |'~P & | PP U3 R

Spleild- Spleild-
donor (SD) akzeptor (SA)

B. Integriertes Provirus

«—LTR— +— LTR—»
—[U3TRTUsPB[ ¥ ] gag pol H I1IEFERErE
Zell- I Zell-
genom Spleif- Spleil- genom
donor (SD) akzeptor (SA)

Abbildung 3: Genomorganisation der Retroviren. Vereinfachte schematische Darstellung (A) des viralen
RNA-Genoms und (B) des Provirus nach Integration in das Wirtsgenom. Die abgebildeten Merkmale finden
sich in allen Retroviren. W: Verpackungssignal, AAA: Polyadenylierung, 5’Cap: 7-Methyl.Guanosin-5’-
triphosphat, gag: gruppenspezifisches Antigen, pol: Polymerase-Gen, env: Envelope-Gen, LTR: long
terminal repeat, PB: Primerbindungsstelle, PP: Poly-Purin-Tract, R: Redundanz-Regionen, U3: Unique 3’-
End, U5: Unique 5’-End, SD und SA: SpleiRdonor- und SpleiRakzeptor (nach Modrow und Falke, 1997).
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Die kodierende Region der Retroviren ist zwischen 7 und 12 kb lang und umfasst die Gene
gag, pol und env (Abb.: 3). Diese Gene sind fur die virale Struktur und Vermehrung nach
reverser Transkription notwendig. Das gag-Gen (gruppenspezifische Antigene) kodiert fur
ein Polyprotein, das wéhrend des Reifungsprozesses durch die viruseigene Protease in die
viralen Coreproteine (Matrix, Kapsid und Nukleokapsid) gespalten wird. pol tragt die
genetische Information fur mehrere Enzyme, die Protease im 5’-Bereich, dann die Reverse
Transkriptase und die Integrase. Sie werden durch Ubergehen des Gag-Stopcodons
zunéchst als Vorlauferproteine synthetisiert und anschlielend durch die virale Protease
prozessiert wird. Wenn die gag, protease und polymerase Gene in unterschiedlichen
Leserahmen liegen, sind zur Bildung der Gag/Potease/Pol-Fusionsproteine
Leserahmenverschiebungen notig.

Das env Gen kodiert fir die Glykoproteine der viralen Hdlle. Die Oberflachen- und
Transmembranproteine werden ebenfalls als gemeinsames Vorlauferprotein von einer
einfach gespleilten mMRNA translatiert. Weitere akzessorische Gene, oft mit
regulatorischen Eigenschaften, unterscheiden sich von Virus zu Virus. Diese Proteine
werden meist von mehrfach gespleilten Transkripten translatiert.

Die kodierenden Regionen des Virusgenoms werden am 5’- und am 3’-Ende von
regulatorischen Sequenzen flankiert, die bei allen Retroviren gleich aufgebaut sind
(Abb.: 3). Die R-Region (R = redundant) ist fur die reverse Transkription und Integrations
ins Wirtsgenom von Bedeutung und liegt in identischer Basenabfolge und Orientierung
unmittelbar nach der 5’-Cap und vor dem Poly-A-Schwanz am 3’-Ende. An die R-Region
am 5’-Ende schlieRt sich der U5-Bereich an (U = unique), gefolgt von der achtzehn
Nukleotide umfassenden Primerbindungsstelle (PBS), die iber Basenpaarung an das 3’-
Ende einer zellularen t-RNA hybridisiert ist. Das t-RNA-Molekul dient als Primer fir die
Erststrang-DNA-Synthese wéhrend der reversen Transkription und wird mit dem RNA-
Genom in die viralen Partikel verpackt. Der Genomabschnitt zwischen der PBS und dem
Beginn des gag-Gens setzt sich aus Spleidonor (SD) und y-Stelle zusammen und wird als
Leader-Sequenz bezeichnet. Dieser SpleiRdonor wird fur die Herstellung aller gespleilten
viralen mRNAs verwendet. Die y-Stelle dient als Verpackungssignal des viralen RNA-
Genoms. Im Anschluss an die kodierenden Gene (3’- des env-Gens) befindet sich der
Polypurinbereich (PP). Dieser Bereich ist eine Basenfolge von mindestens neun Adenosin-
oder Guaninbasen, denen eine Schlisselrolle bei der Zweitstrangsynthese der reversen
Transkription zukommt. Es folgt die U3-Region, die Enhancer und Promotorelemente
enthdlt. An die U3-Region schlielt sich abermals die R-Region an, in ihr ist das
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Polyadenylierungssignal enthalten, das ublicherweise mehr als zwanzig Nukleotide
stromaufwarts der Polyadenylierungsstelle liegt. Bei sehr kurzen R-Regionen kann das
Polyadenylierungssignal aber auch im U3-Bereich liegen. Das Ende des retroviralen
Genoms bildet der Poly-(A)-Schwanz, er besteht Ublicherweise aus 200-300
Adenosinresten.

Durch das Umschreiben der viralen Erbinformation von einzelstrdngiger RNA in
doppelstrangige DNA kommt es zur Entstehung von Sequenzwiederholungen an beiden
Enden des Provirusgenoms, man bezeichnet diese als LTRs. Eine LTR setzt sich aus den
Sequenzabschnitten U3, R und U5 zusammen und beinhaltet alle cis-aktiven Elemente, die
fur die Regulation der viralen Genexpression verantwortlich sind (Abb.: 3B). Nach
Integration der viralen Erbinformation in das Genom des Wirts, wird das Virus wie ein
zellulares Gen transkribiert. Die Transkripte werden von den zelluldren Ribosomen in

Proteine translatiert.

1.3. Endogen Retroviren (ERVS)

Endogene Retroviren (ERVs) kommen sowohl im menschlichen Genom als auch im
Genom anderer  Wirbeltiere vor. ERVs durchlaufen keinen vollstdndigen
Replikationszyklus mehr, sie werden als Teil des Wirtsgenoms in Form von Proviren von
Generation zu Generation weitergegeben. Man nimmt an, dass endogene Retroviren durch
Infektionen von Keimbahnzellen in das Genom des Wirtes gelangten und dann an die
nachfolgende Generation weitergegeben wurden. Endogenisierte Retroviren bleiben nur
Uber eine geringe Anzahl von Wirtsgenerationen hinweg infektiés. Sobald ein Retrovirus
in einer Population fixiert ist, sollte auf Grund von Rezeptorinterferenz eine Infektion mit
der exogenen Form ausgeschlossen sein. Durch Deletionen und Mutationen, die sich im
Laufe von Millionen Jahren ereignet haben, wurden die offenen Leserahmen, die fiir virale
Proteine kodieren, zerstort. Ein Grofteil dieser Viren ist daher nicht mehr
replikationskompetent oder wird nicht mehr transkribiert. Die Mutationsrate kann durch
antiretrovirale Wirtsfaktoren wie beispielsweise Mitglieder der APOBEC3-Familie erhoht
werden (Chiu und Green, 2008; Lee et al., 2008). Durch homologe Rekombination
zwischen 5’- und 3’-LTR, kénnen die kodierenden Bereiche verloren gehen, es entstehen
solitdre LTRs (Wilkinson et al., 1994).

Der Ursprung der meisten der gegenwartig im humanen Genom vorhandenen endogenen

Retroviren, liegt in der Fixierung einst infektioser exogener Retroviren im Genom von
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Primatenvorlaufern seit 30 Millionen Jahren (Lower et al., 1996). Es gibt aber auch einige
humanspezifischen Integrate. Humane endogene Retroviren (HERVS) werden aus
historischen Griinden nach der t-RNA benannt, die an der Primerbindungsstelle die reverse
Transkription initiieren wurde. Dabei wird zur Bezeichnung der Einbuchstabencode der
Aminosdure der betreffenden t-RNA verwendet. Es sind bereits etwa dreil3ig sogenannte
»Familien“ der HERV beschrieben (Holmes, 2007). Sie kdnnen taxonomisch auf Grund
von Sequenzhomologien den Genera exogener Retroviren zugeordnet werden. Die
Mitglieder der HERV-K ,,Familie* zum Beispiel gehoren zu den Betaretroviren. Uber
Sequenzhomologien im Bereich des pol-Gens erfolgt eine weitere Einteilung in die
Gruppen HML-1 bis HML-10 (Medstrand und Blomberg, 1993; Seifarth et al., 1998).
Unsere Arbeitsgruppe beschéftigt sich mit der evolutiondr jingsten Gruppe, HML-2,
welche ausschlielich im Genom von Catarrhines (Altwelt-Affen und Hominiden) zu
finden ist. Obwohl humane endogene Retroviren nicht mehr infektiés sind, besitzt eine
begrenzte Anzahl das Potential, virale Produkte und virusahnliche Partikel zu produzieren
(Nelson et al., 2003). Darlber hinaus konnen sich Auswirkungen endogenisierter
Retroviren auf den Wirtsorganismus in Abhangigkeit vom Integrationsort der viralen
Sequenz zeigen. Proviren oder abgeleitete Sequenzen kénnen durch enthaltene Promotor-
oder Enhancer-Elemente zur Aktivierung zellularer Gene fiihren, ebenso ist der
Funktionsverlust eines Gens durch ein provirales Integrat moglich (Kobayashi et al., 1998;
Ostertag et al., 2003). Die Integration eines HERV-E Elements in die Promotor-Region des
Amylasegens fuhrte beispielsweise dazu, dass Amylase nicht nur in der Pankreas, sondern
auch in der Speicheldrise exprimiert wird (Alarcon, 2006).

Replikationskompetente endogene Retroviren sind in einigen S&ugern mit Krebsformen
assoziiert, wie das murine Leuk&dmievirus (MMTYV) in Mdusen oder das JSRV (jaagsiekte
sheep retrovirus) in Schafen. Diese Viren sind sowohl als exogene als auch als endogene
Agenzien in ihren Wirtsspezies verbreitet (Golovkina et al., 1992; de Martini et al., 2003).

Durch neue Verfahren wie MicroArray-Analysen lassen sich die Expressionsmuster
endogener Retroviren sehr gut untersuchen. Dabei zeigen sich haufig gewebsspezifische
Expressionsmuster (Wilkinson et al., 1994; Lower et al., 1996, Rote et al., 2004). HERVs
sind Uberwiegend in Keimbahnzellen, embryonalem Gewebe und in der Plazenta aktiv.
Das HERV-W Env Protein wird in humanen Trophoblasten stark exprimiert und ist an der
Trophoblasten-Zellfusion und Differenzierung zum Syncytiotrophoblasten beteiligt (Fredo
et al., 2003). HERV-H wird h&ufig in Tumoren des Magen-Darm-Traktes exprimiert
(Stauffer et al., 2004).
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1.3.1. HERV-K HML 2

HERV-K HML-2 besteht aus 10000 bis 25000 solitaren LTRs, die Uber das gesamte
Genom verteilt sind und etwa dreil3ig Proviren, von denen einige groflere Deletionen
aufweisen (Seifart et al., 1998). Den Proviren werden zur Kennzeichnung Nummern
zugeordnet. Humanspezifische provirale Integrate zeigen dass Vertreter dieser Gruppe
auch nach der Trennung von Mensch und Affe, vor circa funf Millionen Jahren, noch aktiv
waren (Barbulescu et al., 1999; Medstrand und Mager, 1998; Turner et al., 2001).
HERV-K-HML-2 Proviren besitzen als einzige HERV Familie vollstdndige offene
Leserahmen fur alle viralen Gene (Lower et al., 1993a; Muller-Lantzsch et al., 1993) und
kodieren fiir virale Partikel (Boller et al., 1993; Lower et al., 1993a). Im weiteren Verlauf
der Arbeit wird HERV-K-HML-2 nur noch als HERV-K bezeichnet.

Das erste HERV-K Provirus wurde 1986 von Ono mit einer Sonde gegen eine konservierte
Region des pol-Gens im Southern Blot entdeckt und vollstandig sequenziert (Ono et al.,
1986). HERV-K Partikel konnten erstmals in Teratokarzinom-Zelllinien nachgewiesen
werden (Boller et al., 1983; Lower et al., 1984) und werden daher auch als HTDV Partikel
(human teratocarcinoma derived virus) bezeichnet. Es kénnen zwei Subtypen von HERV-
K Proviren differenziert werden, Typ 1 und Typ 2 (Lower et al., 1993a) (Abb.: 4). Das von
Ono identifizierte Provirus HERV-K 10 und verwandte Proviren weisen eine
charakteristische Deletion von 292 bp im Bereich des env-Gens auf. Diese werden als
Typ 1 bezeichnet.

Die Aktivitat von HERV-K zeigt sich auch in dem Auftreten von Polymorphismen (Turner
et al., 2001). Das jlingste Integrat weist noch keine Unterschiede in der 5’ und 3* LTR auf
und ist schatzungsweise weniger als 20000 Jahre alt. Es handelt sich um das auf
Chromosom 19p13.11 lokalisierte Provirus HERV-K 113, ID (GenBank) AY037928, das
mit einer Frequenz von 10 % in der humanen Population nachgewiesen werden kann.
HERV-K 113 ist ein Volllangenintegrat (Typ 2) mit intakten offenen Leserahmen fur alle
viralen Proteine (Barbulescu et al., 1999). Es ist in der Lage, virale Partikel zu produzieren
(Boller et al., 2008), besitzt aber keine funktionale Reverse Transkriptase (Boller et al.,
2008) und kein funktionales Env (Dewannieux et al., 2005).

Das zweite polymorphe HERV-K Integrat ist das Provirus HERV-K 115, ID (GenBank)
AC134684, welches sich auf Chromosom 8p23.1 befindet. Es zeigt eine Basendeletion
92 bp stromaufwarts des Stop-Codons im gag-ORF, daraus ergibt sich ein verénderter
Translationsrahmen. Im Gegensatz zu HERV-K 113 zeigen die beiden LTRs von HERV-K
115 bereits Unterschiede. Es gibt zwischen der 5 und 3 LTR fiinfzehn
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Basensubstitutionen und acht Deletionen. Man nimmt an, dass diese Unterschiede durch
ein Rekombinationsereignis zweier Proviren entstanden, da einige der Mutationen auch in

den LTRs anderer Proviren prasent sind (Barbulescu et al., 1999).

1.3.1.1.Genomische Organisation und Genprodukte von HERV-K

HERV-K spezifische Volllangen- und gespleiBte mRNA konnten in Teratokarzinom- und
Melanomzelllinien nachgewiesen werden (Léwer et al., 1993; Muster et al., 2003). Ein
prototypisches Provirus besitzt offene Leserahmen fiir die klassischen retroviralen Proteine
Gag, Pro, Pol und Env (Abb.: 4). Zusétzlich zur Volllangen-mRNA und der einfach
gespleiBten env-mRNA werden noch zwei doppelt gespleilte Transkripte gebildet, die ftr
zwei akzessorische Proteine Rec und Np9 kodieren (Lower et al., 1995; Armbruster et al.,
2002). Des Weiteren wird ein einfach gespleiltes Transkript von 1,5 kb gebildet, mit
bisher unbekannter Bedeutung.

Die gag, prt und pol Gene liegen in drei unterschiedlichen Leserahmen. Durch jeweils eine
-1 Leserasterverschiebung werden neben dem Gag Polyprotein das Gag-Protease und das
Gag-Protease-Polymerase Polyproteine gebildet. Die viruseigene Protease spaltet alle diese
Vorlauferproteine in die strukturellen und enzymatischen Einzelkomponenten, Gag zum
Beispiel in die Matrix (20 kDa), Kapsid (30 kDa) und Nukleokapsidproteine (16 kDa). Die
proteolytische Aktivitadt der HERV-K Protease (17 kDa) konnte bereits mehrfach gezeigt
werden (Boller et al., 1993; Miiller-Lantsch et al., 1993; Schommer et al., 1996). Die
Aktivitat der Reversen Transkriptase (160 kDa) wurde sowohl in Teratokarzinomzelllinien
als auch in Melanomen nachgewiesen (ToOnjes et al., 1996; Muster et al., 2003). HERV-K
kodiert zusatzlich im 5°Bereich des prt Gens fiir eine UTPase (Harris et al., 1997). Dies ist
typisch fiir einige der Betaretroviridae. VVon der einfach gespleilsten env-mRNA wird zuerst
ein Env-Vorldauferprotein gebildet. Die Env Vorlduferproteine werden uber das
endoplasmatische Retikulum und den Golgi-Apparat an die Zelloberflache transportiert,
und dort von einer zelluldren Protease in den externen und den transmembranen Teil
gespalten. Es konnte gezeigt werden, dass sowohl Env Vorlauferproteine, als auch
prozessierte TM und SU-Proteine in den genanten Zelllinien gebildet werden (Tdnjes et
al., 1997; Muster et al., 2003; Dewannieux et al., 2005).
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Abbildung 4: Genomische Organisation von HERV-K und Darstellung der gebildeten Transkripte.
A. Organisation von HERV-K Proviren der Subtypen 1 und 2. B. Gezeigt sind alle gebildeten mRNA-
Spezies: Volllangen mRNA, gespleifite env, rec, np9 und 1,5 kb Transkripte (modifiziert nach Lower et al
1995).

Nur HERV-K Proviren vom Typ 1l kodieren fur das akzessorische Protein Np9
(Armbruester et al., 2002). Np9 hat ein Molekulargewicht von 8,7 kDa und ist im Kern
lokalisiert, es besitzt drei potentielle Kernlokalisationssignale. Proviren vom Typ 2
kodieren dagegen fiir das Rec Protein (Lower et al., 1995). Die Bildung von Rec nutzt den
gleichen SpleiRdonor (SD) der zur Herstellung der env-mRNA verwendet wird, daher sind
das erste Exon von Rec und das 5’Ende von Env identisch. In einem zweiten
SpleiRereignis wird das zweite Rec Exon angeflgt. Das zweit Exon liegt in einem anderen
Leserahmen als Env.

Durch die fehlenden 292 Basen in den Typ 1 Proviren ist der urspriingliche zweite
SpleiRdonor nicht mehr vorhanden, zur Entstehung des zweiten Np9 Exons kommt es
durch die Bildung eines neuen SpleiRdonors. Zur Translation des zweiten Exons von Np9
wird ein zu Env und Rec verschiedener Leserahmen verwendet. Die ersten flinfzehn

Aminosduren sind sowohl in Env, Rec als auch Np9 gleich (Armbruester et al., 2002;
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Lower et al., 1995). Die Expression von Rec und Np9 findet sich vor allem in
transformiertem Gewebe (Armbruester et al., 2004).

Das mit einem Molekulargewicht von 12 kDa (Lower et al., 1995) relativ kleine Rec
Protein ist ein RNA Exportadapter (Magin et al., 1999) und in seiner Funktion homolog
zum HIV-Rev und HTLV-Rex. Diese Proteine vermitteln den Export viraler Volllangen-
und nicht vollstandig gespleilRter Transkripte aus dem Kern ins Zytoplasma durch Bindung
an spezifische Sequenzen bzw. Struktureinheiten (z. B. an das Rec responsiv element
RcRE, Magin et al., 1999; Magin-Lachmann et al., 2001) der mRNA. Das im Zytoplasma
translatierte Rec Protein gelangt durch seine Kernlokalisationssequenz (NLS nuclear
localisation signal) (Lower et al., 1995; Magin et al., 1999) zuriick in den Kern, um dort
an das RcRE zu binden. Dieser Komplex bindet auf Grund des Kernexportsignals (NES
nuclear export signal) an den zelluldren Exportrezeptor Crm1 und gelangt auf diesem Weg
ins Zytoplasma (Magin et al., 1999; Boese et al., 2000). Die Lokalisation von Rec ist

nukleolar.

1.3.1.2.Die biologische Bedeutung humaner endogener Retroviren

Viele Uberreste einst aktiver Viren spielen im Wirtsorganismus wahrscheinlich heute keine
Rolle mehr. Da die Expression endogener Sequenzen h&ufig in Reproduktionsgeweben
auftritt (Lower et al., 1999; Rote et al., 2004) stellt sich die Frage, ob es sich lediglich um
Relikte handelt oder ob diese Elemente dem Wirtsorganismus Vorteile bieten. Sollten
beispielsweise nach der Reproduktion profitable Effekte durch HERV Aktivitaten in
Erscheinung treten, wére eine funktionale Erhaltung dieser Elemente im Wirtsgenom
wahrscheinlich. Durch die Expression einer aktiven Reversen Transkriptase oder Integrase,
konnten diese endogenen Elemente einen Beitrag zur Modellierung und Arrangierung des
Genoms leisten. Die Erhaltung der Plastizitat des Wirtsgenoms stellt einen evolutiondren
Nutzen flr die Wirtspopulation dar. Pathogene Effekte einzelner Individuen wiirden
ausbalanciert werden (Blomberg et al., 2007).

Hinweise auf einen moglichen Zusammenhang zwischen endogenen Retroviren und
Autoimmunerkrankungen wie Diabetes mellitus (Conrad et al., 1997), multiple Sklerose
(Sugimoto et al., 2001) oder bei systemischem Lupus erythematosus (Ogasawara et al.,
2001) werden kontrovers diskutiert.

Die fusiogenen Eigenschaften der retroviralen Env Proteine kénnen vorteilhaft vom Wirt
genutzt werden. Ein Beispiel ist das HERV-W Env Protein (Syncytin-1). Zusammen mit
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dem Env Protein Syncytin-2 des endogenen Retrovirus HERV-FRD ist Syncytin-1 an der
Formation von Syncytiotrophoblasten beteiligt (Blond et al., 2000; Mallet et al., 2004).
Die zusétzliche immunsupresive Wirkung des Syncytin-2 kdnnte ursachlich sein flr die
Toleranz der Mutter gegenliber dem Fotus wahrend der Embryonalentwicklung (Blaise et
al., 2003; Mangeney et al., 2007). In einigen humanen Brustkrebsgeweben und
endiometrischen Karzinomen konnte ebenfalls die Expression von Syncytin nachgewiesen
werden. In diesen Féllen kdnnte eine Syncytin vermittelte Zellfusion das Tumorwachstum
propagieren (Duelli und Lazebnik, 2003).

Die Expression von Superantigenen konnte sowohl fiir endogene als auch flr exogene
Retroviren gezeigt werden (Fleischer, 1991; Meylan et al., 2005). Superantigene
Verbinden die Rezeptorbindungsstellen von Klasse-1l  Haupthistokompatibilitats-
Molekiilen auf Antigen-prasentierende Zellen mit bestimmten T-Zellrezeptoren CD4-
positiver T-Lymphozyten, was zur Stimulation dieser T-Zellen fuhrt. Die superantigene
Wirkung resultiert in der Aktivierung von 10° bis 10° mal mehr T-Zellen, als die
Stimulation durch konventionelle Antigene bewirkt (Sundberg et al., 2002). Dadurch kann
der Organismus oft auf weitere Antigene nicht reagieren (Nelson et al., 2004). Unabhangig
von der Antigenspezifitat der T-Lymphozyten kommt es durch ein Superantigen zu einer
unkoordinierten Hyperproliferation und zur masiven Freisetzung von Zytokinen, die ein
starke Entzindungsreaktion auslosen und gegebenenfalls zu Autoimmunerkrankungen
fuhren kdnnen. Unter anderem auf Grund dieser Erkenntnisse wird eine Beteiligung von
HERVs an Autoimmunerkrankungen und bei der Entstehung von Tumoren diskutiert
(Nakagava und Harris, 1996; Conrad et al., 1997; Lower et al., 1998; Posnet und Yarilina,
2001).

Im Wirtsgenom enthaltene ERV Integrate kdnnten dem Schutz vor Infektionen verwandter
exogener Viren auf Grund von Rezeptorinterferenz dienen (Goff, 2004; Spencer et al.,
2003). Einige Mausestamme exprimieren ein env Gen (Fv-4) dessen Genprodukt, die
Zellen vor einer MLV-Infektion schitzt. Das Protein bindet den MLV-Rezeptor und
verhindert auf diese Weise die Infektion (Limjoco et al., 1993). Die Expression des
HERV-W Env Proteins vermittelt eine Resistentz gegen die Infektion mit dem spleen
necrosis virus (SNV) (Ponferrada et al., 2003). Das Fehlen exogener Pendants zu den
zahlreichen endogenen HERV Familien kann als Hinweis auf den erfolgreichen Schutz
durch die endogenisierten Viren gedeutet werden (L6wer et al., 1999).

Regulatorische Elemente der LTR kdnnen gewebsspezifisch aktive Enhancer, Promotor
oder Polyadenylierungssignale fiir zellulare Gene bereitstellen (de Parseval und Heidmann,
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2005). Ein Drittel der im humanen Genom vorhandenen Bindestellen fir den
Transkriptionsfaktor und Tumorsupressor p53 ist in ERV LTR Regionen lokalisiert. Diese
LTRs sind Teil des p53 Regulationsnetzwerkes und damit indirekt an der Steuerung von
p53 Zielgenen beteiligt (Wang et al., 2007). Die Aktivierung von Protoonkogenen durch
HERV Promotorsequenzen ist denkbar und konnte zu einer bdsartigen Entartung der
betroffenen Zellen beitragen.

Da die Familie HERV-K die einzige endogene Retrovirus-Familie ist, die noch intakte
Leserahmen fur alle retroviralen Proteine besitzt, scheint ihr eine bedeutende biologische
Relevanz zuzukommen. Obwohl es im menschlichen Genom zum jetzigen Zeitpunkt keine
infektiésen Proviren mehr gibt, konnten zwei Arbeitsgruppen solche kinstlich
rekonstruieren. Diese Konstrukte erzeugen lediglich Partikel mit schwacher Infektiositét
(Dewannieux et al., 2006; Lee et al., 2007). Das konnte darauf hinweisen, dass die
Endogenisierung tatsachlich zum Verschwinden der infektiosen exogenen Verwandten
gefuhrt hat.

In Krebspatienten induziert die Reaktivierung von HERV-K Proviren durch die damit
verbundene Expression der viralen Proteine eine humorale und zelluldre Immunreaktion.
Das konnte von verschiedenen Gruppen mit Hilfe von HERV-K Partikelpraparationen oder
rekombinanten HERV-K Proteinen sowie synthetischen Peptiden festgestellt werden (z. B.
Boller et al., 1997; Denner et al., 1995; Sauter et al., 1995; Sauter et al., 1996; Herbst et
al., 1998; Hahn et al., 2008). Antikorperantworten gegen das HERV-K Gag Protein eignen
sich als Surrogat-Parameter fur Hodentumore. Bei Uber sechzig Prozent dieser
Tumorpatienten kommt es zur Bildung von Antikérpern, in der Vergleichsgruppe der
gesunden Menschen kommt es nur in drei Prozent der untersuchten Individuen zu einer
Antikorperantwort (Sauter et al., 1995). Einige Seminompatienten zeigen bereits mehr als
sechs Monate vor der Diagnose des Tumors eine Antikdrperantwort gegen HERV-K
(Goeddert et al., 1999). Diese Antikorperspiegel sinken nach erfolgreicher Therapie der
Erkrankung wieder ab (Sauter et al.,, 1996). Die prognostische Relevanz einer
Antikorperantwort gegen HERV-K konnte ebenso fiir Melanompatienten gezeigt werden.
Patienten mit Immunantwort haben signifikant reduzierte Uberlebenswahrscheinlichkeiten
(Hahn et al., 2008). Dies deutet darauf hin, dass die Expression von HERV-K Genen das
Tumorgeschehen negativ beeinflusst, obwohl beim Menschen bislang kein eindeutiger
Zusammenhang zwischen der Expression retroviraler Sequenzen und der Tumorentstehung
nachgewiesen werden konnte. Im Mausmodell konnte ein Zusammenhang zwischen der

Expression des HERV-K Rec Proteins und der Entstehung von Keimzelltumoren gezeigt
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werden (Galli et al., 2005). HERV-K Rec interagiert mit dem Stammzell-Regulator und
Tumorsupressor PLZF. Durch diese Bindung kann die PLZF bedingte transkriptionelle
Repression von c-Myc aufgehoben werden. c-Myc wird verstarkt exprimiert und dies
wiederum hat Auswirkungen auf die Expression weiterer Gene und flhrt phénotypisch zu
erhéhter Proliferation und verminderter Apoptose (Denne et al., 2007).

Die physiologische Bedeutung des NP9 Proteins ist noch unbekannt es wird aber vermutet,
dass NP9 durch Interaktion mit dem Numb/Notch-Signalweg eine Rolle bei der malignen
Entartung von Zellen spielen kénnte (Armbruester et al., 2004) oder ebenfalls mit dem
Tumorsupressor PLZF interagiert (Denne et al., 2007). Die Proteine Rec und Np9 werden
auch in Melanomen exprimiert (Buscher et al., 2006). Kdirzlich konnte gezeigt werden,
dass ein Mangel an PLZF Protein in Melanomen zur Expression der microRNA-221/222
fuhrt, die wiederum wichtige Tumorsuppressorproteine ausschaltet und so zur

Tumorprogression betragt (Felicetti et al., 2008).

1.4. Transkription

Alle Zellen, von Bakterien bis zu menschlichen Zellen exprimieren ihre genetische
Information auf die gleiche Weise. Der Strom der genetischen Information in der Zelle
verlauft von der DNA lber RNA zum Protein (Crick, 1958). Dieser Mechanismus ist so
grundlegend, dass er als das zentrale Dogma der Molekularbiologie bezeichnet wird.
Durch die Entdeckung anderer Wege, die der Weitergabe genetischer Informationen
dienen, musste das zentrale Dogma erweitert werden. Der Informationsfluss kann, wie
bereits oben beschrieben, im Fall einer retroviralen Infektion von RNA zu DNA fiihren
(Baltimore, 1970; Temin und Mizutani, 1970). Auch die Weitergabe von Informationen
von Protein zu Protein (Prusiner et al., 1982) durch Konformationsédnderungen ist moglich.
Als Transkription bezeichnet man die Produktion von RNA anhand einer DNA-Matrize.
Dieser genauestens koordinierte Prozess wird durch die RNA-Polymerase vermittelt. Die
enzymatische Aktivitdt der RNA-Polymerase wurde 1959 von Weiss und Gladstone in
Kernextrakten aus Rattenleberzellen entdeckt. Die universelle Bedeutung der RNA
Polymerase zeigte sich, als auch in Escherichia coli eine &hnliche RNA-Polymerasaktivitat
nachgewiesen werden konnte (Hurwitz et al., 1960; Stevens, 1960; Chamberlin und Berg,
1962).
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Heute sind in hoheren Eukaryoten vier RNA Polymerasen bekannt. Die eukaryotischen
RNA-Polymerasen I, 1l und Il wurden in unterschiedlichen chromatographischen
Fraktionen von Seeigelembryozellkernen identifiziert (Roeder und Rutter, 1969).

Roeder und Rutter entdeckten 1970, dass RNA-Polymerase | (Poll) hauptsachlich
verantwortlich ist fur die Transkription der ribosomalen 18S- und 28S-RNAs. RNA-
Polymerase Il (Pol Il) transkribiert zellulare mRNA und RNA-Polymerase 111 (Pol Il1)
transkribiert 5SrRNA und tRNA (Roeder und Ruttner, 1970; Gniazdowski et al., 1970;
Kedinger et al., 1970; Weinmann und Roeder, 1974; Weinmann et al., 1974). Eine vierte
RNA-Polymerase wurde in Pflanzen identifiziert (Herr et al., 2005; Kanno et al., 2005;
Onodera et al., 2005).

Alle RNA-Polymerasen sind auf weitere Proteine angewiesen, um die Transkription gezielt
am Promotor zu initiieren und auf diese Weise einen Transkriptionsinitiationskomplex zu
bilden (Woychik, 1998). Daher wird die RNA-Polymerase durch ein Set von
akzessorischen Faktoren ergénzt. Dieses Set bilden die generellen Transkriptionsfaktoren
(GTFs) (Wasylyk, 1988; Zawel und Reinberg, 1993; Orphanides et al., 1996). Die
wichtigsten dieser Faktoren sind TFIA, TFIB, TFIID, TFHE, TFIIF und TFIH. Zur
Benennung der Faktoren bedient man sich folgender Nomenklatur: TF bezeichnet
Transkriptionsfaktor, die rémische Nummerierung Il zeigt einen Pol Il abhdngigen
Transkriptionsvorgang und durch den Buchstaben wird die chromatographische Fraktion
angegeben, in welcher der Faktor vorliegt und entdeckt wurde. Das Proteinarrangement
und die funktionalen Eigenschaften der GTFs sind unterschiedlich. Nur wenn alle GTFs
(eine Ausnahme bildet TFIIA) gemeinsam vorliegen, kann die Transkription beginnen.

Die Assemblierung dieses so genannten Prainitiationskomplexes wurde ursprunglich als
schrittweise ablaufender Prozess beschrieben (Orphanides et al., 1996). TFIID bindet
zuerst an die Promotorregion, beispielsweise an eine TATA-Box gefolgt von TFIIA und
TFIIB, die die Bindung von TFIID stabilisieren. Anschlieend werden Pol II/TFIIF
rekrutiert. Nach der Bildung eines stabilen TFIID-TFIA-TFIIB-Pol II/TFIIF-
Promotorkomplexes wird TFIIE rekrutiert und nachfolgend wird der Komplex von TFIIH
erganzt (Greenblatt, 1997).

Neuere Ergebnisse deuten allerdings auf eine alternative Erklarungsmoglichkeit der
Entstehung eines Préinitiationskomplexes in Form des Pol II-Holoenzymmodels (Kim et
al., 1994; Koleske und Young, 1994) hin. Die Zusammensetzung der isolierten
Holoenzymkomplexe ist allerdings von der Art und den Bedingungen der Aufreinigung
abhéngig. Ob die eukaryotische RNA-Polymerase Il als Holoenzymkomplex in der Zelle
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vorliegt oder der Prainitiationskomplex schrittweise aufgebaut wird, blieb ungeklért.
Wahrscheinlich werden beide Wege zur Initiation der Transkription genutzt. Eine
Schlisselfunktion bei der Initiation des aktiven Transkriptionsvorganges fallt dem
Transkriptionsfaktor TFIIH zu. Auf Grund seiner Helikaseaktivitat wird der
Matritzenstrang fur die Polymerase zugénglich. Die Pol Il beginnt mit der Synthese kurzer
RNA-Molekiile. Die Freisetzung der Polymerase aus dem Préinitiationskomplex erfolgt
erst nach der Ubertragung von Phosphatgruppen auf die C-terminale-Doméne des Enzyms.
Diese Phosphorylierung wird ebenfalls von TFIIH katalysiert. Die Polymerase kann sich
aus dem Prdinitiationskomplex losen, erfahrt weitere Konformationsédnderungen,
verbunden mit der Anlagerung verschiedener Faktoren, die die Elongation des RNA-
Strangs begleiten, und vollzieht die Transkription des Gens. Transkription, die durch dieses
minimale Set aus Proteinen initiiert wird, bezeichnet man als basale Transkription.

In Eukaryoten gibt es drei verschiedenartige, cis-regulierenden DNA-Sequenzelemente, die
Einfluss auf die Transkriptionsinitiation durch die Pol Il nehmen kdnnen: den Core-
Promotor, die Promotor-proximalen-Elemente und die Promotor-distalen-Elemente, auch
als Enhancer bezeichnet (Orphanides et al.,, 1996). Die cis-regulierenden DNA-
Sequenzelemente, welche nicht dem Core-Promotor angehtren, werden oft auch als

upstream activating sequences (UAS) bezeichnet.

1.4.1. Core-Promotor-Elemente

Durch Studien an Eukaryoten konnten bisher sieben Core- (oder Minimal-) Promotor-
Elemente identifiziert werden (Abb.: 5) (Hahn et al., 1989; Singer et al., 1990; Wobbe und
Struhl, 1990; Zhou und Chiang, 2000; Deng und Roberts, 2005). Sie zeichnen sich durch
charakteristische Sequenzen aus. Durch Core-Promotor-Elemente werden die exakte
Assemblierung, sowie die richtige Orientierung des Prainitiationskomplexes gewéhrleistet.
Ein wichtiges Core-Promotor-Element ist die TATA-Box. Das Motiv ist in den meisten
eukaryotischen Organismen konserviert (Hahn et al., 1989; Singer et al., 1990; Wobbe und
Struhl, 1990). Die spezifische Sequenzabfolge der TATA-Box wird vom TATA-binding-
protein (TBP), einer Untereinheit des TFIID, erkannt und gebunden (Hernandez, 1993;
Burley und Roeder, 1996). Ein weiteres Core-Promotor-Element ist das Initiatorelement
(Inr). Es enthélt eine pyrimidinreiche Sequenz, die den Transkriptionsstart umgibt. Das Inr
ist in der Lage, die Transkriptionsinitiation allein zu vermitteln oder zusammen mit einer

TATA-Box oder anderen Core-Promotor-Elementen zu agieren. Die TAF1/TAF2-
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Komponenten des TFIID sind an der Erkennung des Inr beteiligt (Abb.:5). Das
downstream promotor element (DPE) stellt das dritte Core-Promotor-Element dar (Zhou
und Chiang, 2000; Kutach und Kadonaga, 2000). Man nimmt an, das TFIID das DPE
erkennt und so die Bindung des Préinitiationskomplexes vermittelt (Shao et al., 2005).

Cy YITE[ bR
—TBREH TATA HBRET o |— LV TE L DPE

| DCE |

Abbildung 5: Erkennung der Core-Promotor-Elemente durch TFIID und TFIIB. Gezeigt ist die
Interaktion zwischen TFIID und TFIIB mit den sieben bekannten Core-Promotor-Elementen, der TATA-Box
(TATA), dem Initiatorelement (Inr), dem upstream TFIIB-recognition element (BRE"), sowie dem
downstream TFIIB-recognition element (BRE"), dem downstream promotor element (DPE), dem motif ten
element (MTE) und dem downstream core element (DCE). TFIID besteht aus dem TATA-Binding-Protein
(TBP) und den TBP-assoziierten Faktoren (TAF) TAF1 bis TAF14. Die verschiedenen Komponenten sind
dabei spezialisiert auf die Erkennung bestimmter Core-Promotor-Elemente. Das TBP bindet die TATA-Box,
TAF1 und TAF2 sind involviert in die Erkennung des Inr. Der dimere TAFO/TAF6-Komplex ist in die
Erkennung des DPE involviert und TAF1 ist in der Lage mit dem DCE zu interagieren. TFIIB ist ein
einzelnes Protein, welches die BRE-elemente binden kann. Abbildung aus Thomas und Chian 2006.

Neben dem DPE sind noch zwei weitere Core-Promotor-Elemente bekannt, die
downstream des Transkriptionsstarts liegen, das MTE (motif ten element, Ohler et al.,
2002; Lim et al., 2004) und das DCE (downstream core element, Lee et al., 2005).
Normalerweise fungiert das MTE in Verbindung mit dem Inr, um auf diese Weise die
Transkriptionsrate zu erhéhen. Es kann allerdings auch die TATA-Box oder das DPE
ersetzen oder synergistisch mit TATA-Box oder DPE in Abhédngigkeit des Inr die
Promotoraktivitat erhdhen (Lim et al., 2004). Die Faktoren, die die Transkriptionsinitiation
am MTE vermitteln, sind noch unbekannt.

Im Gegensatz zur Sequenzkontinuitdt der bereits erwédhnten Core-Promotor-Elemente
besteht das DCE aus drei diskontinuierlichen Untereinheiten. Wie Promotoranalysen des
humanen Genoms gezeigt haben, schlieBen sich DCE und DPE gegenseitig in ihrer

17



Einleitung

Anwesenheit aus. TAF1 als Komponente des TFIID ist in der Lage, jede der drei
Untereinheiten zu binden.

Die beiden verbleibenden Promotorelemente werden von einem anderen GTF erkannt, dem
TFIIB. Das stromaufwarts der TATA-Box gelegene Bindemotiv fir TFIIB wird als TFIIB-
recognition element (BRE") bezeichnet, das stromabwarts gelegene als BRE® (Lagrange et
al.,1998; Tsai und Sigler, 2000; Deng und Roberts, 2005).

1.4.2. Transkriptionskontrolle und Initiation retroviraler Gene

Nachdem die Zelle von einem Retrovirus infiziert wurde und dieses seine Erbinformation
in das Erbgut des Wirtes integriert hat, ist das Provirus in seiner Genexpression den
zelluldren Regulationsmechanismen unterworfen. Der Wirtsorganismus hat verschiedene
Madglichkeiten die Expression des Virus zu unterdriicken.

Transposable Elemente in der genomischen DNA des Wirtes werden normalerweise
methyliert und damit inaktiviert. Die Cytosin-Methylierung wird dabei auch als
Verteidigungsmechanismus gegen intragenomische Parasiten bezeichnet. Durch weitere
epigenetische Verdnderungen wie Histonmodifikationen kann der DNA-Bereich, in
welchem die Integration liegt, umgestaltet und durch eine dichte Chromatinverpackung fur
die Transkriptionsmaschinerie verschlossen werden.

Liegt ein unmethyliertes Provirus in einem offenen Chromatinbereich, so kann sich an der
viralen LTR ein Transkriptionsinitiationskomplex ausbilden. Unmethylierte Proviren sind
jedoch nicht zwingend transkriptionell aktiv. Dies kann auf das Fehlen notweniger
Transkriptionsfaktoren zurtickzufiihren sein und ist fir HERV-K bereits gezeigt worden
(Lavie et al., 2005). Sowohl zellularer Kontext als auch epigenetischer Status des Provirus
bedingen die Transkription.

Wie jeder eukaryotische Promotor besteht auch die virale LTR aus basalen
Strukturelementen und solchen, die zur Modulation der Transkriptionsaktivitat beitragen.
Wichtige regulatorische Bereiche sind ebenso wie der Core-Promotor im U3-Bereich der
viralen LTR lokalisiert. Die Bindestelle fir den Holoproteinkomplex einschlieRlich der
RNA-Polymerase 11 und damit der Ort des Transkriptionsstarts definiert den Ubergang von
U3 zu R. Die gebildeten proviralen Transkripte werden ebenso wie die zellulare RNA mit
einer 5’Cap Struktur und einem Poly-A-Schwanz versehen (Furuichi und Shatkin, 2000;
Shatkin und Manley, 2000; Wickens, 1990). In der 5’LTR des Provirus sind alle cis-
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aktivierenden Sequenzen lokalisiert, die von trans-aktiven viralen oder zellularen Faktoren
fur die Steuerung der basalen und der induzierten viralen Genexpression bendtigt werden.
Viele exogene Retroviren wie beispielsweise das HI-Virus nutzen eine TATA-Box zur
Initiation der Transkription (Jones und Peterlin, 1994). Die Interaktion sowohl mit
zelluldren als auch mit viralen Faktoren kann sich aktivierend oder reprimierend auf die
HIV-Transkription auswirken. Der HIVV Core-Promotor (1.4.1.) bestehend aus der TATA-
Box und drei Bindungsstellen flr den Transaktivator Spl (1.4.3.). Dieser Bereich ist fiir
die Anlagerung des Préinitiationskomplexes und damit fir die basale Transkription
wesentlich. Zur Aktivierung der Transkription ist die Bindung T-Zell-spezifischer
Transkriptionsaktivatoren wie NF-xB, NF-AT und ETS an entsprechende cis-
regulatorische Elemente der LTR erforderlich (Gaynor et al., 1992; Holzmeister et al.,
1993; Verdin et al., 1995; Al-Harthi et al., 1998). Stromaufwarts des Core-Promotors
findet sich ein Enhancerbereich mit zwei Bindestellen fur den T-Zell-spezifischen
aktivierenden Transkriptionsfaktor NF-xB (Jones et al., 1986; Nabel und Baltimore, 1987).
Im 5’regulatorischen Bereich und stromabwérts des basalen Promotors im 5’
untranslatierten Bereich (5’UTR) liegen regulatorische Elemente mit Bindestellen fur
weitere Transkriptionsfaktoren. Zusammen mit dem HIV-1-spezifischen TAR-Element,
welches als RNA-Struktur vorliegt und daher nicht zum eigentlichen LTR-Promotor
gehort, regulieren die LTR Elemente die basale wie auch die transaktivierte Transkription
von HIV-1. Die Bindung des viralen transaktivierenden Tat-Proteins an die TAR-RNA
steigert die Transkriptionsrate auf ein effektives Niveau und ist daher essentiell flr eine
maximale Aktivierung der viralen Genexpression.

Auch die Transkription von MMTV wird (ber eine TATA-Box initiiert, der Promotor
unterliegt zudem einer sehr starken Induktion durch Steroidhormone (Truss et al., 1992).
Die Initiation der Transkription endogener Retroviren erfolgt meist Uber ein
Initiatorelement in Zusammenspiel mit Transkriptionsaktivatoren. ERV9 ist ein humanes
endogenes Retrovirus, das in vergleichsweise geringer Anzahl an proviralen Insertionen im
menschlichen Genom vertreten ist. ERV9 ist hauptsdachlich in undifferenzierten
embryonalen Karzinomzellen NT2/D1 transkriptionell aktiv (Lania et al., 1992). Die
Transkriptionsinitiation wird wahrscheinlich tber ein Inr und eine Spl-, Sp3-Bindestelle
vermittelt (La Mantia et al., 1992; Strazzullo et al., 1994). Das im viralen Genom
enthaltene TATA-Motiv erfillt hier lediglich regulatorische Aufgaben, ist aber nicht direkt
an der Transkriptionsinitiation beteiligt. Wird das TATA-Motiv entfernt sinkt die
Promotoraktivitat signifikant aber nicht drastisch ab. Ebenso verhélt es sich mit der 5° LTR
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von HERV-W. Auch diese enthalt eine TATA-Box die nicht direkt an der Initiation der
Transkription beteiligt ist (Lee et al., 2003).

Ferner wird der Core-Promotor des humanen endogenen Retrovirus H (HERV-H) durch
ein Initiatorelement und eine Spl-Bindestelle gebildet. Die Transkriptionsinitiation erfolgt
hier vollig unabhéngig von der ebenfalls vorhandenen TATA-Box (Sjettem et al., 1996).
Diese Feststellungen deuten auf einen groRen Einfluss der Sp-Proteine bei der Initiation
der Transkription endogener Retroviren hin. Neben den ubiquitdr vorkommenden
Proteinen Spl und Sp3 mussen aber auch gewebsspezifische Transkriptionsfaktoren in der
Regulation der Expression eine Rolle spielen, da viele HERV-Familien nur in spezifischen

Zelltypen exprimiert werden.

1.4.3. Transkriptionsregulatoren

Eukaryotische Transkriptionsregulatoren zeigen typischerweise einen modularen Aufbau.
Sie enthalten mindestens zwei Domanen: Eine DNA-Bindedomane, durch welche der
Transkriptionsregulator  sequenzspezifisch an die DNA binden kann, und die
Aktivierungsdomane. Mit Hilfe der Aktivierungsdomane koénnen DNA-gebundene
Transkriptionsaktivatoren direkt und/oder indirekt die Transkriptionsmaschinerie
rekrutieren und so die Assemblierung eines Préinitiationskomplexes am Promotor
unterstitzen. Auch eine aktivatorvermittelte Modifikation der Chromatinstruktur,
beispielsweise durch die Rekrutierung chromatinmodifizierender Molekdle, kann bei der
Bildung des Préinitiationskomplexes von Bedeutung sein.

Manche Transkriptionsregulatoren erfilllen vielfaltige Aufgaben und sind an der
Expression und Regulation von Haushaltsgenen, gewebsspezifisch exprimierten Genen,
viralen Genen und zellzyklusspezifischen Genen beteiligt. Zu dieser Gruppe gehoren
beispielsweise die Sp-Proteine (Bouwman und Philipsen, 2002; Philipsen und Suske, 1999;
Suske, 1999). Sp-Proteine erkennen und binden GC reiche Promotorelemente. Die Sp-
Proteinfamilie ist gekennzeichnet durch drei Cys2His2-Zinkfinger, die eine
sequenzspezifische DNA-Bindung vermitteln (Suske, 1999). Sp1 wurde identifiziert als ein
in HeLa Zellen exprimierter Kofaktor, der die Eigenschaft besitzt, in vitro die Expression
des SV40-Promotos zu steigern. Der Faktor wurde entsprechend der Aufreinungsprozedur
uber Sepharyl-Phosphozellulosesdaulen Sp (specificity protein) benannt (Dynan und Tjian,
1983a; 1983b). Die Familie umfasst vier Mitglieder Sp1, Sp2, Sp3 und Sp4, die alle einen
ahnlichen modularen Aufbau zeigen. Lediglich Spl und Sp3 werden in Sdugetieren
ubiquitér exprimiert und binden an die gleiche Konsensussequenz (GGGGCGGGG). Spl
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und Sp3 zeigen mehr als 90 % Sequenzhomologie (Abb.: 6) in ihrer DNA-Bindedoméne,
erfullen aber unterschiedliche Funktionen im Organismus, wie Versuche mit
Knockoutméausen gezeigt haben (Marin et al., 1997; Bouwman et al., 2000; Géllner et al.,
2001; Van Loo et al., 2003). Die beiden Proteine Sp1 und Sp3 lassen sich in verschiedene
funktionale Bereiche gliedern (Abb.: 6) (Kadonaga et al., 1988; Pascal und Tjian, 1991;
Courey et al., 1989; Courey und Tjian, 1988).
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Abbildung 6: Strukturelle Doméanen von Spl und Sp3. Die Anzahl der Aminosduren und das
Molekulargewicht sind auf der rechten Seite angegeben. Die Legende zur Farbgebung der Sp-Box, der
Buttonhead (Btd) Box, der Zinkfingerdoméne, der potenziellen PEST-Sequenz sowie Bereiche hoher
Ladungsdichte, (S/T)-reiche und (Q)-reiche Regionen findet sich am unteren Ende. Modifikationsstellen zur
Acetylierung, Glykosylierung, Phosphorylierung und Sumoylierung sind ebenfalls gekennzeichnet.
Acetylierungsstellen fiir Spl sind bisher nicht bekannt. A) Spl. Die Balken A, B, C und D geben die
Untereinheiten an. B) Sp3. Gezeigt sind die lange Isoform L und die beiden kurzen Isoformen (M1, M2). AD
bezeichnet die Aktivierungsdoméne, ID dagegen die Inhibierungsdomane. (Abbildung veréndert nach Li et
al., 2004)

Die Transaktivierungsdomane bestent aus zwei Untereinheiten (A und B). Jede
Untereinheit kann die Transkription anregen, wenn sie mittels Bindedoméne an die DNA
gebunden ist. Diese aktivierenden Regionen sind reich an Glutamin. Die
Serin/Threoninreichen Domanen, die an die Aktivierungsdoménen grenzen, sind
wahrscheinlich in post-translationale Modifikationsmechanismen involviert (Roos et al.,
1997; Yang et al., 2001). Die C-Doméne ist reich an stark geladenen Aminoséuren, das

enthaltene buttonhead element ist bedeutsam flir den synergistischen Aktivierungseffekt in
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Zusammenhang mit dem sterol regulatory element binding protein (Athanikar et al., 1997;
Yieh et al., 1995; Harrison et al., 2000). Der carboxyterminale Bereich der C-Domane
enthélt die drei fir die Familie charakteristischen Zinkfinger, die der Bindung der DNA
dienen. Doméne D kann synergistisch mit den Aktivierungsdoméanen A und B wirken
(Pascal und Tjian, 1991). Der N-terminus der Sp-Proteine enthalt eine konservierte Sp-
Box. Im stark geladenen Teil der Proteine befindet sich eine putative PEST-Sequenz
(Mortensen et al., 1997). Diese Sequenz findet sich oft in Proteinen, die einem starken
Umsatz unterliegen und somit eine kurze Halbwertszeit in der Zelle zeigen. Die PEST-
Sequenz dient wahrscheinlich als Signalpeptid flr die Degradation.

Die Lokalisation der Inhibierungsdoméne ist der grofite Unterschied zwischen den
Proteinen Sp1 und Sp3. Im Spl Protein ist sie N-terminal lokalisiert, wéhrend sie bei den
Sp3 Isoformen unmittelbar vor den Zinkfingern liegt. Man nimmt an, dass dies der Grund
fur die unterschiedlichen Funktionen der beiden Proteine ist (Dennig et al., 1996; Suske,
1999). Obwohl Sp1 und Sp3 die gleichen strukturellen Eigenschaften besitzen und an das
gleiche DNA-Motiv binden, zeigen sie deutliche Unterschiede im Bindungsverhalten und
in ihrer regulatorischen Funktion. Diese Funktion hdngt vom Promotorkontext und dem
zellularen Hintergrund ab (Majello et al., 1997; Yu et al., 2003). An vielen Promotoren
wirkt Spl als starker Aktivator, wéhrend Sp3 meist inaktivierend oder nur leicht anregend
wirkt. Die kurzen Isoformen von Sp3 resultieren nicht aus alternativen SpleilRereignissen,

sondern entstehen auf translationaler Ebene durch unterschiedliche Initiation.

1.4.4. Transkriptionsinitiation und Regulation der HERV-K LTR

In der HERV-K LTR konnten zwei putative Core-Promotorsequenzen mit typischen
eukaryotischen Merkmalen (Strachan und Read, 1999) identifiziert werden, eine TATA-
Box und ein Inr. Die Bestimmung des Transkriptionsstarts in Keimzelltumorlinien und in
testikularem Parenchym ergaben, dass die TATA-Box 200 Nukleotide stromaufwaérts des
Transkriptionsstarts lokalisiert ist, das Inr dagegen direkt am Transkriptionsstart liegt (M.
Kraft, 2004; Kovalskaya et al., 2005). In der N&he des Inr liegen putative Bindestellen fur
die Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3.

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass sich die Bindung des Transkriptionsfaktors YY1
(YingYang) an die Nukleotide 62-83 der HERV-K LTR positiv auf die transkriptionelle
Aktivitat auswirkt. Wird diese Bindestelle zerstort, sinkt die Aktivitdt der LTR im
Reporterassay drastisch ab (Kndssel et al., 1999).
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1.5. Ziele dieser Arbeit

Die Proteinexpression und Formation retroviraler Partikel des endogenen Retrovirus K
konnte in Teratokarzinom- und Melanomzelllinien gezeigt werden. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, die Expression von HERV-K in Melanomlinien im Vergleich zu
Teratokarzinomzelllinien zu untersuchen.

Vorraussetzung fur diese vergleichenden Analysen waren gut charakterisierte stark HERV-
K produzierende Teratokarzinom- und Melanomzelllinien. Zu Beginn der Arbeit stand
keine geeignete Melanomlinie zur Verfligung.

Daher sollte in einem ersten Schritt eine uniform HERV-K exprimierende Melanomlinie
etabliert werden und in ihren Eigenschaften beziiglich der HERV-K Expression analysiert
werden. Sowohl die Expression und Prozessierung der viralen Proteine, wie auch die
Produktion und Morphologie der viralen Partikel, sollte beschrieben werden. In einem
parallelen Ansatz sollten die reaktivierten, transkriptionel aktiven HERV-K Proviren
bestimmt werden.

Des Weiteren sollte untersucht werden, ob die transkriptionelle Aktivitdt der HERV-K
Proviren in Melanomen anderen Regulationsmechanismen unterliegt als in den
vergleichsweise gut untersuchten Keimzelltumoren. Hierzu sollte zunéchst die Aktivitat,
des proviralen Promotors vergleichend in Melanomen und Teratokarzinomen in einem
Luziferaseassay untersucht werden. In folgenden Schritten sollten der Transkriptionsstart
und die Polyadenylierungsstelle der HERV-K Transkripte bestimmt werden. Weitere
Analysen zur Transkriptionsinitiation am Core-Promotor sollten folgen. Im Zuge dessen
sollte die Funktionalitit des in der viralen LTR lokalisierten TATA-Motivs untersucht
werden. Durch weitergehende Analysen sollten Hinweise auf den zur basalen

Transkriptionsinitiation benutzen Core-Promotor gewonnen werden.

23



Ergebnisse

2. ERGEBNISSE

2.1. Analyse der HERV-K Expression in der Melanomlinie UKRV Mel 2-C9

2.1.1. Etablierung einer Melanomlinie mit starker HERV-K Expression

Bei den meisten Keimzelltumorlinien ist in fast allen Zellen der Kultur ein konstant hohes
Expressionsniveau der HERV-K Proteine zu beobachten. Dagegen zeigten drei Melanom-
Zelllinien, die bereits als HERV-K positiv publiziert wurden (Muster et al., 2003), in
unserem Labor hdufig keine oder nur schwache Signale. Dies weist daraufhin, dass die
HERV-K Expression in Melanomen fluktuieren kann. Ziel war deshalb, eine Linie mit
gleichméBig hohem Expressionsniveau zu etablieren. Deshalb wurden weitere
Melanomlinien, die von Prof. Dirk Schadendorf, Heidelberg, zur Verfugung gestellt
wurden, auf ihre HERV-K Expression untersucht (siehe Material und Methoden 4.2.). Als
Indikator wurde das akzessorische Protein Rec gewahlt, das von Typ 2 Volllangenproviren
kodiert wird. Da Rec in seiner Funktion als Shuttle-Protein sowohl die ungesplei3ten als
auch die einfachgespleilten env Transkripte aus dem Kern exportiert, ist ohne Rec keine
Translation viraler Proteine zu erwarten. Rec ist Uberwiegend in den Nukleoli lokalisiert.
Die HERV-K Rec Expression wurde mittels Immunfluoreszenz (siehe 4.8.3.)
nachgewiesen (Abb.: 7). Dazu wurden Zellen der zu untersuchenden Linien auf
Deckglaschen ausgebracht und am folgenden Tag mit Paraformaldehyd fixiert,
permeabilisiert und mit einem anti-Rec Antikorper inkubiert. Uber einen FITC -
gekoppelten Zweitantikdrper wurde das Rec Protein in den Nukleoli visualisiert (griine
Fluoreszenz). Um die Kompartimentierung der Zelle zu verdeutlichen, wurden die
Zellkerne mit Dapi geférbt (blaue Fluoreszenz). Lediglich die Linie UKRV Mel 2 zeigte in
ungefahr finf Prozent der Zellen deutliche Rec Signale in den Nukleoli, die Linien
Ma Mel 11, WM 98.2, UKRV Mel 14a, Ma Mel 21 und HCI Mel 19 waren negativ
(Abb.: 7). Zum Nachweis der Signalspezifitat wurden Isotyp-Kontrollen durchgefiihrt, das
Signal liel} sich mit rekombinantem Rec Protein erfolgreich kompetitieren (Daten nicht
gezeigt).

Da nur funf Prozent der Zellen in der Melanomlinie UKRV Mel 2 eine deutliche HERV-K
Expression zeigten, wurden durch Einzelzellklonierung subklonale Linien erzeugt (siehe
4.6.2.) und ebenfalls in der Immunfluoreszenz auf Expression des Rec Proteins hin
untersucht. Die subklonale Linie UKRV Mel 2-C9 zeigte nach einem Zeitraum von zwolf
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Wochen eine stabile starke HERV-K Rec Expression in Uber neunzig Prozent der Zellen.
Dieses Expressionsniveau ist vergleichbar mit dem der in dieser Arbeit eingesetzten
Keimzelltumorlinien GH, 2102EP und NCCIT. Die Linie UKRV Mel 2-C9 wurde fiir alle
nachfolgenden Experimente verwendet. Die Linie Ma Mel 19 diente als Negativkontrolle.

UKRY Mel 2 Ma Mel 11 WM 98.2 UKRY Mel 14a

L= : — — —
20 pm 20 um 20 pm

20 pm

Ma Mel 21 HC1 Mel 19 IgG kappa 2. AK-Kontrolle

20 um 20 um poL 20 um

Abbildung 7: Immunfluoreszenz zum Nachweis von HERV-K Rec in verschiedenen
Melanomzelllinien. Die Detektion des Proteins erfolgte unter Verwendung des Primarantikérpers anti-
HERV-K Rec aus Kaninchen (1:500 verdinnt) und des FITC gekoppelten Sekundarantikorpers anti-
Kaninchen aus Esel (1:300 verdiinnt). Um die subzellulére Lokalisation des Proteins zu verdeutlichen,
wurden die Kerne mit DAPI gefarbt. Nur in 5% der Zellen der Linie UKRV Mel 2 konnte Rec in den
Nukleoli detektiert werden.

2.1.2. Nachweis der HERV-K Proteine Gag, Env und Rec mit
spezifischen Antikérpern in der Immunfluoreszenz und im

Immunoblot

Da das virale RNA Export-Adaptorprotein Rec in der Immunfluoreszenz nachgewiesen
werden konnte, ist die essentielle VVoraussetzung fiir den Export der einfach gespleifiten
HERV-K env sowie der ungespleilten HERV-K Volllangentranskripte gewéhrleistet. Als
nachstes wurde deshalb untersucht, ob in der Melanomlinie UKRV Mel 2-C9 neben Rec
weitere HERV-K Proteine gebildet werden. Als Vergleich dienten die HERV-K
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exprimierende Keimzelltumorlinie GH sowie die nicht HERV-K exprimierenden Linien
HelLa (Zervixkarzinom) und HCI Mel 19 (Melanom).

Das virale HERV-K Gag-Protein wurde zunéchst durch Immunfluoreszenz mit einem
spezifischen monoklonalen anti-HERV-K Gag Antikdrper nachgewiesen. Die Analyse
wurde an mit Paraformaldehyd fixierten und dann permeabilisierten Zellen durchgefihrt.
Typischerweise lagern sich funktionale retrovirale Gag-Proteine zu Virus-ahnlichen
Partikeln zusammen. Diese heben sich im konfokalen mikroskopischen Bild als Cluster
von Punkten mit sehr hoher Signalintensitdt an der Zelloberflaiche hervor. Eine
charakteristische Gag Férbung zeigte sich sowohl in der Melanomlinie UKRV Mel 2-C9
als auch, deutlich intensiver, in der Positivkontrolle GH (Abb.: 8, griine Fluoreszenz). Die
Isotypkontrolle und die Zweitantikdrperkontrolle (Daten nicht gezeigt) ergaben keine
Signale, ebenso wie die HERV-K negative Melanomlinie HCI Mel 109.

Wie bereits im vorherigen Kapitel beschrieben, zeigte UKRV Mel 2-C9 in der
Immunfluoreszenz eine sehr starke Expression des HERV-K Rec-Proteins in Uber neunzig
Prozent der Zellen (Abb.: 8, rote Fluoreszenz), ebenso wie die Linie GH, wéhrend
HCI Mel 19 Rec negativ war.

—
20 um

a-Rec

UKRY Mel 2-C9 HCI Mel 19

a-Gag

UKRY Mel 2-C9 HCI Mel 19

Abbildung 8: Immunfluoreszenzanalysen zur HERV-K Proteinexpression. Nachweis des viralen
Proteins Rec (rot) durch den Primérantikorper Kaninchen anti-Rec (1:500 verdinnt) und den Rhodamin
gekoppelten Sekundérantikérper anti-Kaninchen aus Esel (1:800). Nachweis des Gag Proteins (griin) durch
den monoklonalen anti-Gag Antikérper HERMA 4 (Hybridomaiiberstand) und den FITC gekoppelten
Sekundarantikorper anti-Maus aus Esel (1:300 verdinnt) in der Keimzelltumorlinie GH, der HERV-K
positiven Melanomlinie UKRV Mel 2-C9 und der HERV-K negativen Melanomlinie HCI Mel 19.
Zellkernfarbung mit Dapi (blau).
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Ferner wurde die Expression von HERV-K Gag und Env Proteinen im
Gesamtproteinextrakt von UKRV Mel 2-C9 Zellen mittels Immunoblot analysiert. Extrakte
der Linie GH dienten dabei als Positivkontrolle, die Linien HeLa und HCI Mel 19 wurden
als Negativkontrolle mitgefiihrt. Die zu untersuchenden Linien wurden in T75-
Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von ~75 % expandiert, mit PBS™ gewaschen und
anschlieBend in Tripple-Lysis-Buffer (4.7.1.) mit Proteinaseinhibitor aufgenommen
(4.7.1.). Um genomische DNA aus den Extrakten zu entfernen, wurden die Proben mit
Ultraschall behandelt. Die Nukleinsduren wurden durch Zentrifugation pelletiert. Der
proteinhaltige Uberstand wurde zur Konzentrationshestimmung mittels Bradford-
Proteinassay (4.7.3) eingesetzt. Flr die Immunoblotanalysen wurden gleiche Mengen an
Protein aus den Extrakten auf ein 12 % SDS-Polyacrylamidgel geladen und
elektrophoretisch aufgetrennt. (4.7.4.) AnschlieBend wurden die Proteine aus dem Gel auf
eine Nitrozellulosemembran Ubertragen und die Immunreaktionen durchgefiihrt (4.8.1.).
Der Nachweis von R-Aktin diente als Ladekontrolle, um zu Gberpriifen, dass dquivalente
Proteinmengen eingesetzt und auf die Membran tbertragen worden waren (Abb.: 9A und
9B). Nach der Immunreaktion mit einem monoklonalen, spezifischen anti-HERV-K Env
Antikorper konnte in den Proteinextrakten von GH und UKRV Mel 2-C9 sowohl das Env
Vorlauferprotein (90 kDa) als auch die prozessierte Surface-Untereinheit (SU, 60 kDa)
detektiert werden (Abb.: 9A). Die unspezifische Bande bei ~34 kDa kann ebenso wie
Aktin zur Abschatzung der transferierten Proteinmenge dienen. Nach Vergleich der
spezifischen Banden und der Aktinbande fallt auf, dass im Vergleich zu den anderen
Proben eine grofiere Menge GH-Extrakt geladen und transferiert wurde. Daraus ergibt sich
die Schlussfolgerung, dass das Expressionsniveau von HERV-K Env scheinbar in der Linie
UKRV Mel 2-C9 und GH gleich hoch ist. Die HERV-K negativen Linien HelLa und
HCI Mel 19 zeigten keine Signale.

Ebenso konnten mit einem monoklonalen anti-HERV-K Gag spezifischen Antikorper in
GH und UKRV Mel 2-C9 Zellextrakten Signale fir das Gag Vorlauferprotein (80 kDa)
und fir die vollstdndig prozessierte Untereinheit Kapsid (30 kDa) nachgewiesen werden
(Abb.: 9B). Zusétzlich wurden Intermediate unvollstandig prozessierter Gag Proteine
detektiert. Da die Gag Untereinheiten wahrend der Partikelreifung von der viralen Protease
aus dem Vorlauferprotein freigesetzt werden, weisen die Intermediate und das Kapsid
darauf hin, dass mit dem verwendeten Lysepuffer auch Viruspartikel aufgeschlossen
wurden, die im Knospungsstadium noch an den Zelloberflichen anheften. Die
andersgearteten Bandenmuster in den Linien GH und UKRV Mel 2-C9 kdénnten auf die
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Aktivitat unterschiedlicher Proviren zurtick zu fiihren sein (siehe auch 2.3.), deren Gag
unterschiedlich prozessiert wird. GH Zellen produzieren wesentlich mehr Gag Proteine als
UKRV Mel 2-C9 Zellen. Die Linie HCI Mel 19 zeigte erwartungsgemal’ keine HERV-K
Gag Expression.
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Abbildung 9: Immunoblotanalyse der Zellextrakte von UKRV Mel 2-C9, GH, HeLa und HCI Mel 19.
Zum Nachweis von HERV-K Env (A) und Gag (B) wurden jeweils 20 ug Gesamtproteinextrakt der
jeweiligen Zelllinie Gber ein 12 %iges SDS-Gel separiert und auf die Nitrozellulosemembran Ubertragen. Die
gelelektrophoretische Auftrennung zum Nachweis von Rec (C) erfolgte tber ein 4-12 %ige Bis-Tris-Gel. A)
Immunoblot belegt mit Primérantikérper Kaninchen-anti-Env 8655 in einer Verdiinnung von 1:4000 und
dem peroxidasegekoppelten Sekundarantikorper anti-Kaninchen aus Ziege in einer Verdiinnung von 1:10000.
Das Env-Vorlauferprotein konnte mit einem Molekulargewicht von ~90 kDa detektiert werden und die
prozessierte Surface-Untereinheit mit ~60 kDa. B) Immunoblot belegt mit Primérantikorper Maus-anti-
HERV-K Gag HERMA 7 (unverdiinnt) und dem peroxidasegekoppelten Sekundérantikdrper anti-Maus aus
Ziege, 1:10000. Es wurden Signale fiir das Gag-Vorlauferprotein mit einem Molekulargewicht von 80 kDa
detektiert, sowie fir das prozessierte Kapsid (~30 kDa). C) Der Nachweis von Rec erfolgte (ber eine
Immunoprézipitation mit einem Kaninchen anti-Rec-Antikorper. Die nachfolgende Immunreaktion wurde
mit einem Maus anti-Rec-Antikérper, in einer Verdiinnung von 1:3000 durchgefhrt. Als Sekundarantikorper
wurde ein peroxidasegekoppelter anti-Maus-Antikorper aus Ziege in einer Verdiinnung von 1:10000
verwendet, in die Prézipitation wurde das Aquivalent des Gesamtproteinextrakt von circa 1,6 x 10° Zellen
eingesetzt.

Da der Nachweis des sehr kleinen Rec Proteins (14 kDa) aus Gesamtzellextrakt schwierig
ist, wurde vor dem Immunoblot eine Immunoprézipitation (4.8.2.) durchgefiihrt. Das Rec
Protein wurde mit 5 pul des polyklonalen Kaninchen anti-HERV-K Rec Antikdrpers und
Protein-G-Sepharose aus Gesamtproteinextrakt prézipitiert. Das gewonnene Prazipitat
wurde elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine Membran Ubertragen. Der Nachweis
erfolgte mit einem monoklonalen anti-Rec Antikérper. Neben Signalen der leichten und
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schweren Kette des Antikorpers lassen sich sowohl im Prézipitat aus UKRV Mel 2-C9 als
auch im Prézipitat aus GH Zellen deutliche Rec Signale detektieren (Abb.: 9C). Ein
quantitativer Vergleich ist hier nicht moglich. Wurde anstelle des anti-Rec Antikorpers das
korrespondierende Pradimmunserum eingesetzt, so konnte nach der Immunreaktion kein

Rec Protein detektiert werden (Kontrolle nicht gezeigt).

2.2.Vergleich transkriptionell aktiver Proviren in der Melanomlinie
UKRV Mel 2 und Keimzelltumorlinien

2.2.1. Analyse mdglicher HERV-K Polymorphismen

Da das Bandenmuster an unvollstdndig prozessierten Gag Proteinen in den Linien
UKRV Mel 2-C9 und GH unterschiedlich war, lag der Verdacht nahe, dass in beiden
Zelllinien verschiedene Proviren transkribiert werden. Zunéchst wurde mit einer PCR
Strategie (Abb.: 10) analysiert, ob sich die in der Einleitung beschriebenen polymorphen
Proviren HERV-K 113 und HERV-K 115, die noch nicht im humanen Genom fixiert sind,

in den hier untersuchten Zelllinien nachweisen lassen.

genomischer Lokus/

1 i
) Praintegrationsstelle
)
_— 300 bp HERV-K 113
A D 556 bp HERV-K 115
2)
Provirus ~7,5 kb I
—l 1328 bp HERV-K 113 C - 1353 bp HERV-K 113
A 1287 bp HERV-K 115 1375 bp HERV-K 115
3)

solitire LTR ~0,97 kb

— -— 1270 bp HERV-K 113
A D 1526 bp HERV-K 115

Abbildung 10: PCR-Strategie zur Detektion von HERV-K 113 und HERV-K 115 Proviren oder
entsprechender Préintegrationsstellen im Genom. Lokalisation und Orientierung der verwendeten
Primerpaare sind dargestellt, ebenso die Grofle der erwarteten Amplifikate. 1) Praintegrationsort ohne
provirale Insertion.. 2) Insertion eines Volllangenprovirus mit einem kodierenden Bereich von ~7,5 kb und 3)
Insertion einer solitdren LTR mit einer GrolRe von ~ 0,97 kb.
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Fir diese PCR Analyse wurden Primerpaare (Abb.: 10, 2) verwendet, die im Provirus (B,
C) und den jeweiligen flankierenden genomischen Bereichen (A, D) binden. Unter
Verwendung des Primerpaares A und D kann der entsprechende genomische
Préintegrationsort amplifiziert werden. Fir das Amplifikat des Praintegrationsortes von
HERV-K 115 (Chromosom 8p23.1) ergibt sich eine Grofle von 300 bp, fir den
Préintegrationsort des Provirus HERV-K 113 (Chromosom 19p13.11) dagegen eine GroRe
von 556 bp. Sollte an der untersuchten Stelle durch Rekombination zwischen den viralen
LTRs lediglich eine solitdre LTR vorhanden sein, ergibt sich ein um ~970 bp groReres
Produkt. Liegt jedoch eine provirale Insertion vor, wird unter den gewahlten PCR-

Bedingungen mit den Primern A und D kein Produkt amplifiziert.

1500 bp

500 bp

Abbildung 11: Untersuchungen zur Anwesenheit der polymorphen Proviren HERV-K 115 und
HERV-K 113 A) PCR-Ergebnisse nach PCR mit einem Primerset zur Detektion von HERV-K 115 aus
genomischer DNA. B) Amplifikate bei Verwendung eines spezifischen HERV-K 113-Primersets, DNA-
GroRenstandard (links), Positivkontrolle genomische DNA eines HERV-K 113 oder 115 positiv getesteten
menschlichen Individuums. Detektion der Praintegrationsstelle in der Positivkontrolle zeigt Heterozygotie. 1)
PCR-Produkt der Primer A und D zur Amplifikation des Prdintegrationsorts 11) PCR-Produkt unter
Verwendung der Primer C und D zur Amplifikation eines Bereichs aus der genomischen DNA im Ubergang
ins provirale Genom I11) Amplikon bei Verwendung des Primerpaares A und B. Amplifikation eines
Bereichs aus der genomischen DNA in die virale LTR.
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Dafir ist die Amplifikation von Produkten aus dem Provirus in die flankierende Sequenz
mit den Primerpaaren A und B beziehungsweise C und D moglich. Die Amplifikate
werden Uber ein 1,5 %iges Agarosegel (4.4.3.3.) elektrophoretisch aufgetrennt.

Treten sowohl positive Ergebnisse bei der Detektion des Praintegrationsortes als auch fir
die Insertion auf, so ist das Individuum heterozygot fiir das untersuchte Provirus. Die PCR
Analyse (4.4.3.6.) mit isolierter genomischer DNA (4.4.3.1.) der verwendeten Zelllinien
ergab, dass die Linie UKRV Mel 2-C9 ebenso wie die Linien GH und HCI Mel 19 keines
der beiden polymorphen Proviren enthalt (Abb.: 11). Die Linie HeLa ist heterozygot fir
HERV-K 115.

2.2.2. ldentifikation aktiv transkribierter HERV-K Proviren in der
Melanomlinie UKRV Mel 2-C9, und den Keimzelltumorlinien
NCCIT und GH

Die folgenden Ergebnisse wurden zum Teil in Zusammenarbeit mit der Praktikantin
Jeanette Meister erarbeitet. Um zu bestimmen, welche HERV-K Proviren in den Zelllinien
UKRV Mel 2-C9 und GH transkriptionell aktiv sind, wurde polyadenylierte RNA
(4.4.2.2.) aus zuvor isolierter zytoplasmatischer RNA (4.4.2.1.) aufgereinigt (Daten nicht
gezeigt). Diese aufwendige RNA-Extraktions-Methode wurde gewahlt, um unreife
Transkripte ausschlieBen zu kdnnen. Unvollstdndig prozessierte mRNA wird nicht zur
Proteinsynthese aus dem Kern ins Zytoplasma transportiert, sondern einem Abbauprozess
zugeflhrt. Als weitere HERV-K positive Probe wurde die Keimzelltumorlinie NCCIT
parallel mitgefuhrt. Aus den aufgereinigten RNA Prédparationen wurde mit Hilfe von
Oligo(dT)-Primern cDNA synthetisiert (4.4.2.5.). Mittels PCR wurden aus den jeweiligen
cDNAs Bereiche aus den HERV-K Genen gag (2190 bp), gag-prt (2900 bp) und
mindestens 560 bp aus env amplifiziert (4.4.3.6. und 8.2.). Die Amplifikate wurden in
1,5 % Agarosegelen elektrophoretisch von den Primern abgetrennt (Daten nicht gezeigt).
Banden der korrekten GroRe wurden ausgeschnitten, aus dem Gel extrahiert (4.4.3.4) und
in den Vektor pGEM-Teasy ligiert (4.4.3.5.) (Daten nicht gezeigt). Mit dem
Ligationsansatz wurden kompetente E. Coli DHS5a-Bakterienzellen  transformiert.
Transformierte Klone wurden durch die plasmidvermittelte Ampicillinresistenz
selektioniert (4.3.6.). Von jedem PCR-Amplifikat wurden mehrere einzelne Klone
vermehrt. Die transgene Plasmid-DNA wurde isoliert (4.3.7.) und von der Firma MWG-

Eurofins sequenziert.
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Durch vergleichende Sequenzanalysen wurden die Klone proviralen HERV-K Loci
zugeordnet. Dazu wurde ein Abgleich mit der Datenbank fir das Humangenom-Projekt am
National Center for Biotechnology Information (NCBI, human genome assembly) unter
Verwendung des Analyseprogramms BLAT und durch Vergleiche mit bekannten HERV-K
Loci unter Verwendung des Analyseprogramms Vektor-NTI durchgefiihrt. Entscheidend
fur die Zuordnung der gefundenen Sequenzen zu proviralen HERV-K Loci waren die
charakteristischen Nukleotidunterschiede zwischen den Proviren. Die Sequenzen der
untersuchten PCR-Klone unterschieden sich zusétzlich vereinzelt in einigen Nukleotiden.
Diese Abweichungen stammen wahrscheinlich aus Fehlern, die wéahrend der cDNA-
Synthese oder der PCR-Amplifikation auftraten und wurden fir die Analyse
vernachldssigt. Die in den Zelllinien aktivierten HERV-K Proviren sind in Tabelle 1
aufgelistet. Die Sequenzen finden sich im Anhang (8.2.).

In der Linie UKRV Mel 2-C9 konnten aus den 16 sequenzierten Klonen nur Transkripte
des Provirus HERV-K 108, ID (GenBank) AC072054, nachgewiesen werden. Dieses
Provirus ist auf Chromosom 7p22.2 lokalisiert und gehdrt zu den wenigen
Volllangenproviren (Typ2), die offene Leserahmen (ORF) fiir alle HERV-K Gene tragen.
Es liegt normalerweise als Dublette vor, wobei die 3’LTR des ersten zugleich die 5° LTR
des zweiten Provirus ist.

Wie erwartet zeigten sich Unterschiede im Muster der exprimierten HERV-K Proviren
zwischen der Melanomlinie UKRV Mel 2-C9 und den Keimzelltumorlinien. In den parallel
mitgefihrten Keimzelltumorlinien NCCIT und GH wurden neben dem in beiden Linien
ebenfalls aktiven HERV-K 108 weitere transkriptionell aktive Proviren identifiziert. In den
21 sequenzierten Klonen der Linie NCCIT konnten am hdufigsten Transkripte des Lokus
HERV-K 102, ID (GenBank) ACO044819, nachgewiesen werden. HERV-K 102 ist ein
Typl Provirus mit der charakteristischen 292 bp Deletion im Bereich des rec/env Gens.
und konnte einen offenen Leserahmen im gag besitzen. Die Eintragung der NCBI-
Datenbank zeigt fir HERV-K 102 ein vorzeitiges Stop-Codon im Gag Leserahmen. Doch
ist bereits bekannt, dass in einigen Individuen ein intakter Leserahmen vorkommen kann
(Ruprecht et al., 2008). Weiterhin wurden mit niedriger Frequenz Transkripte der Typl
Loci HERV-K 10 (auch als HERV-K 107 bezeichnet), ID (GenBank) AC016577; HERV-
K33 ID, (GenBank) AL392086 und des Typ 2 Lokus HERV-K 68, (auch als HERV-
K 106 bezeichnet) ID (GenBank) AC078785, detektiert.

In den 14 sequenzierten Klonen der Linie GH konnten neben Transkripten von HERV-
K 108 mit niedriger Frequenz auch die Typ 1 Loci HERV-K 10 und HERV-K II, ID
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(GenBank) AC084198, als transkriptionell aktiv nachgewiesen werden. Am hdufigsten
wurden jedoch Transkripte des Typ 1 Lokus HERV-K 101, ID (GenBank) AC007326, mit
offenem Gag Leserahmen detektiert.

Tabelle 1: Transkriptionell aktive HERV-K Proviren aus UKRV Mel 2-C9, GH und NCCIT. Die durch
Sequenzierung von cDNA-Klonen identifizierten HERV-K Loci sind angegeben mit bibliographischen
Namen und GenBank-Identifikationsnummern. Typ 1 oder 2 bezeichnet die Anwesenheit (Typ 2) oder die
Abwesenheit (Typ 1) einer 292 bp langen Sequenz am Ubergang von pol zu env. Vorhandene offene
Leserahmen fir Gag, Env und Rec sind jeweils mit einem + vermerkt. Provirus HERV-K 102 auf
Chromosom 1g22 tragt laut Human Genome Browser (March, 2006) ein vorzeitiges Stop-Codon (+) im Gag,
ebenso wie HERV-K 33 und HERV-K II.

Zelllinie Anzahl Amplifikat Provirus ID (GenBank) Typ ORFs

Klone g Env Rec
UERV ] gag/prot HERV-K 108 Tp22. AC072054 2 + + +
Mel 2 -Co 9 eny HERV-K 108 7p221 AC072054 2 + + +
NCCIT 9 gag/prot HERV-K 102 1q22 AC044819 1 | &
3 gag/prot HERV-K 108 7p22.1 AC072054 2 + + +
2 gag/prot HERV-K 10, 533 ACO016577 1 ¥
HERV-K 107
1 gag/prot HERV-K 33 10p24 AL392086 1 |
1 gag/prot HERV-K 68, 3q13.2 ACO078785 2 + + +
HERV-K 106
2 eny HERV-K 102 1q22 AC044819 1 | @
3 eny HERV-K 108 p22.1 AC072054 2 + + +
GH 1 gag/prot HERV-K 108 7p22.1 AC072054 2 + + +
2 gag/prot HERV-K 10, 533 ACO16577 1 +
HERV-K 107
6 gag/prot HERV-K 101 22ql1.21 AC007326 1 +
4 eny HERV-K 108 7p22.1 AC072054 2 + + +
1 eny HERV-K II 3q123 AC084198 1 | &

2.3. Die Melanomlinie UKRV Mel 2-C9 bildet Retroviruspartikel

Die Produktion viraler Partikel konnte fur GH Zellen und andere Teratokarzinomzelllinien
bereits zweifelsfrei gezeigt werden (Boller et al., 1983; Lower et al., 1984; Boller et al.,
1993; Lower et al., 1993). Auch flr einige Melanomlinien gibt es Hinweise auf die
Bildung viraler HERV-K Partikel (Muster et al., 2003). Um die Melanomlinie
UKRV Mel 2-C9 auf die Produktion viraler Partikel zu untersuchen, wurden zwei Tage
nach Teilung der Kulturen Zellkulturiberstande abgenommen. Daraus wurden mittels
Ultrazentrifugation Viruspartikel aufgereinigt (siehe 4.9.). Zum Vergleich wurden
Kulturiiberstdnde einer stabil mit einem rekombinanten Volllingen HERV-K Genom
transfizierten HelLa-Linie (HelLankges) untersucht. Da der HERV-K Promotor in Hela
Zellen nicht aktiv ist, war er in dem rekombinanten HERV-K Konstrukt durch einen CMV
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Promotor ersetzt worden (M. Magin, 1989; Hahn et al., 2008). Kulturiiberstande der nicht
HERV-K exprimierenden Linie HCI Mel 19 wurden als negative Kontrolle mitgefihrt.

Die Viruspréparationen wurden lysiert und im Immunoblot mit Hilfe von spezifischen
Antikorpern auf die Anwesenheit von HERV-K Gag und Env analysiert. In den Partikel
der Linien UKRV Mel 2-C9 und HeLankges War nur das virale Kapsid (30 kD), nicht aber
das Gag Vorlauferprotein (80 kD) nachzuweisen (Abb.: 12B). Dies deutet auf eine
vollstandige Prozessierung des Gag Proteins hin. Da die Prozessierung des Gag-
Vorlauferproteins bei der Partikelreifung von der viralen Protease durchgefuhrt wird,
impliziert dieses Ergebnis auch, dass die Proteasen des Provirus HERV-K 108
(UKRV Mel 2-C9) und des genomischen Klons HKges aktiv sein miussen.
Viruspraparationen der nicht HERV-K exprimierenden Linie HCI Mel 19 zeigten keine
Signale. In Partikeln aus der transgenen Linie Helankges konnten sowohl das Env
Vorlauferprotein (~90 kDa) wie auch die prozessierte Surface-Untereinheit (~60 kDa)
nachgewiesen werden (Abb.: 12A). Dies konnte an einem Defekt in der Prozessierung von
Env liegen. Da aber die Sequenzen der env Gene in HERV-K 108 und dem transgenen
Konstrukt HKges identisch sind und das Env Protein wahrend des Transports durch den
sekretorischen Exportweg prozessiert und gespalten wird, erscheint es wahrscheinlicher,
dass die Helawkges Viruspraparation auch partikulares zelluldares Material mit nicht
gespaltenem Env enthielten. In Partikelpréparationen aus UKRV Mel 2-C9 konnte nur ein
Signal fir die Surface-Untereinheit (~60 kDa) detektiert werden. Die Préparation scheint
reiner zu sein. In den Viruspréparationen von HCI Mel 19 Zellkulturiiberstanden konnte
kein Env nachgewiesen werden.

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass sowohl von der Melanomlinie UKRV Mel 2-C9
wie auch von der transgenen Linie Helankges Virale Partikel in das umgebende
N&hrmedium abgegeben werden. Vergleicht man, unter Beachtung der Menge des
aufgearbeiteten Zellkulturuberstandes, die Starke der jeweiligen Gag Immunoblotsignale,
wird deutlich, dass die Produktion viraler Partikel in der transgenen Linie HeLankges Um
ein Vielfaches hoher ist als in der Linie UKRV Mel 2-C9. Dies kdnnte daran liegen, dass
der CMV-Promotor des rekombinanten HERV-K Genoms in den HelLa-Zellen stérker ist
als der authentische Promotor des HERV-K 108 Provirus in den UKRV Mel 2-C9-Zellen.
In die Partikel der Linie UKRV Mel 2-C9 wird mehr Env Protein eingelagert als in die
Partikel der Linie HeLankges.
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Abbildung 12: Immunoblotanalyse zur Untersuchung von partikulér verpacktem HERV-K Gag und
Env-Protein in UKRV Mel 2-C9 und HeLaykges. Die durch Ultrazentrifugation von Zellkulturiiberstanden
pelletierten Viruspartikel wurden lysiert und (ber ein 12 %iges SDS-Gel aufgetrennt. In Klammern
angegeben ist jeweils das Aquivalent der Zellkulturiiberstande, aus dem aufgereinigt wurde. A) Das Env-
Vorlauferprotein (~90 kDa) und die prozessierte Surface-Untereinheit (~60 kDa) konnten detektiert werden.
Es wurde der Primérantikorper Kaninchen anti-HERV-K Env 8655 in einer Verdinnung von 1:4000
eingesetzt. Zur Detektion der Signale wurde ein peroxidasegekoppelter Sekundérantikdrper anti-Kaninchen
aus Ziege in einer Verdinnung von 1:10000 verwendet. B) Mit spezifischen Antikdrpern fir HERV-K Gag
konnte vollsténdig prozessiertes Kapsid mit einem Molekulargewicht von 30 kDa detektiert werden. Es
wurde der monoklonale Mausantikérper HERMA 7  (Hybridomalberstand) verwendet. Als
Sekundarantikdrper diente ein peroxidasegekoppelter Mausantikérper aus Ziege in einer Verdiinnung von
1:10000.

2.3.1. Analyse der Partikelmorphologie im Elektronenmikroskop

Fir die elektronenoptischen Untersuchungen wurden UKRYV Mel 2-C9  Zellen mit
Glutaraldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet. Mit dem Mikrotom hergestellte
Ultradiinnschnitte wurden kontrastiert und im Elektronenmikroskop analysiert (4.9.2.). In
UKRV Mel 2-C9 Zellen konnten virale Strukturen (Abb.: 13) mit morphologischer
Ahnlichkeit zu publizierten HERV-K Partikeln identifiziert werden. Sie traten allerdings

nicht in den fir Keimzelltumoren typischen Gruppen auf, sondern meist vereinzelt. Die
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viralen Partikel wiesen prominente Spike-Strukturen an der Oberflache auf. Diese werden
von den viralen Hillproteinen gebildet und sind ein Hinweis auf intakte Env-Proteine.
Damit zeigten die von der Linie UKRV Mel 2-C9 produzierten Partikel eine starke
morphologische Ahnlichkeit zu den HERV-K Partikeln, die von der Keimzelltumorlinie
2102EP gebildet werden (Bieda et al., 2001). Die untersuchten Partikel besalen in den
meisten Fallen ein unvollstdndig kollabiertes Core, es konnten jedoch auch einzelne
Partikel mit kondensierten Corestrukturen detektiert werden. Letztere sind charakteristisch
fur vollstandig ausgereifte Partikel und eine Voraussetzung fir Infektiositat. Diese
Ergebnisse wurden in Zusammenarbeit mit dem Fachgebiet Morphologie des Paul-Ehrlich-

Instituts unter der Leitung von Dr. Klaus Boller erzielt.

Abbildung13: Elektronenmikroskopische Aufnahmen unterschiedlicher Knospungsstadien von
HERV-K Partikeln in Dunnschnitt-Praparaten von UKRYV Mel 2-C9. Die Viruspartikel zeigen
prominente Spike-Strukturen an ihrer Oberflache. Reife Partikel mit kollabiertem Core sind sehr selten.
Malibalken 100 nm.

2.3.2. HERV-K RNA wird in HERV-K Partikel verpackt

Intakte retrovirale Partikel beherbergen die virale Erbinformation in Form von zwei
+RNA-Strangen. Um zu analysieren, ob von der Melanomlinie UKRV Mel 2-C9 gebildete
Partikel verpackte HERV-K RNA Genome enthalten, wurde RNA aus Partikeln extrahiert
und untersucht (4.9.1.). Dazu wurden erneut virale Partikel aus Zellkulturiiberstanden
durch Ultrazentrifugation ankonzentriert. Viruspraparationen aus Zellkulturiberstanden
der Keimzelltumorlinie GH wurden parallel als Positivkontrolle mitgefiihrt. Als
Negativkontrolle dienten Partikelpraparationen aus Kulturiiberstdénden der nicht HERV-K
exprimierenden Melanomlinie HCI Mel 19. Durch eine RNase-Behandlung vor dem
AufschlieBen der Partikel wurden Verunreinigungen mit zytoplasmatischer RNA
ausgeschlossen. Die Partikel wurden lysiert und die enthaltene RNA extrahiert. Vor der
CDNA-Synthese wurde zusatzlich ein DNase-Verdau der RNA durchgefiihrt, um
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Kontaminationen mit zellularer DNA auszuschlieBen. AnschlieBend wurden ein 637 bp
grolRer Bereich aus dem gag Gen und ein 567 bp groRer Bereich aus dem env Gen mittels
PCR amplifiziert. Die verwendeten Primer (4.9.1.) binden in Kkonservierten
Sequenzbereichen und sollten daher die Amplifikation vieler HERV-K Proviren
ermdglichen. Zur Kontrolle der PCR wurde genomische HeLa DNA eingesetzt. Abbildung
14 zeigt, dass aus den cDNA Praparationen von GH und UKRV Mel 2-C9 Partikeln sowie
aus der genomischen HeLa DNA die erwarteten gag und env Produkte amplifiziert
wurden. In den Kontrollen der Aufreinigung der Linie HCI Mel 19 und den Ansatzen ohne
Zugabe von Reverser Transkriptase, waren keine Amplifikate nachweisbar.

A B

UKRY Mel 2
HC1 Mel 19

=
3
Z
=

RT + -+ -+ -

genomische DNA
HCl Mel 19

genomische DNA

H,0
H,0

RT + -+ -1+ -

1000 bp
700 bp

500 bp

Abbildung 14: Analyse der Transkripte in viralen Partikeln aus den Tumorlinien UKRV Mel 2-C9
und GH. Gezeigt sind Amplifikate aus HERV-K gag und env Bereichen nach cDNA-Synthese und PCR. Als
Template diente RNA aus aufgereinigten viralen Partikeln mit (+) oder ohne (-) Zugabe von Reverser
Transkriptase. A) Amplifikate aus dem Bereich von gag (637 bp), in den Linien UKRV Mel 2-C9 und GH,
HCI Mel 19 als Negativkontrolle, H,O-Kontrolle, genomische HelLa-DNA zur Positivkontrolle, DNA-
Marker B) Amplifikate aus dem Bereich von env (567 bp).

Die zu untersuchenden PCR Amplifikate aus cONA wurden in den Vektor pGEM-Teasy
kloniert (Vergleich Kapitel 2.2.2.). 46 Klone aus der UKRV Mel 2-C9 Analyse und 33
Klone aus der GH Analyse wurden sequenziert. Die Auswertung der Sequenzierergebnisse
und die Zuordnung der Sequenzen zu bestimmten HERV-K Loci erfolgte analog zu 2.2.2.
in vergleichenden Analysen unter Verwendung der Analysesoftwares BLAT und Vektor-
NTI. Auch hier konnten in den untersuchten Klonen vereinzelt Nukleotidunterschiede
detektiert werden, die aus Fehlern der cDNA- Synthese oder PCR-Amplifikation
resultierten und deshalb nicht fir die Zuordnung zu HERV-K Proviren gewertet wurden. In
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den Klonen aus der Viruspréparation der Linie UKRV Mel 2-C9 wurden mit einer
Héufigkeit von 96 % Sequenzen des HERV-K 108 (Typ 2 Provirusgenom) detektiert
(Tabelle 2). HERV-K 101 (Typ 1 Provirusgenom) wurde mit einer Frequenz von 4 %
verpackt. Die von der Keimzelltumorlinie GH gebildeten retroviralen Partikel enthalten
RNA-Sequenzen verschiedener Proviren. HERV-K 101 wurde mit einer Frequenz von
64 %, HERV-K 108 mit einer Frequenz von 33 % und HERV-K 102 mit einer Frequenz
von 3 % verpackt. Die Ergebnisse der Sequenzierung finden sich im Anhang (8.2).

Tabelle 2: Zuordnung partikuldarer HERV-K RNA zu den korrespondierenden chromosomalen Loci.
Aus Partikeln der Linie UKRV Mel 2-C9 und GH isolierte RNA wurde in cDNA umgeschrieben. Mittels
PCR wurden definierte Bereiche aus gag und env amplifiziert, sequenziert und identifiziert. Angegeben ist
jeweils die Anzahl untersuchter Klone und die zugeordneten Proviren. Die HERV-K Loci sind durch ihre
bibliographischen Namen und die GenBank-Identifikationsnummern beschrieben. Typ 1 oder 2 zeigt die
Anwesenheit (Typ 2) oder die Abwesenheit (Typ 1) einer 292 bp langen Sequenz am Ubergang von pol zu
env an. Vorhandene offene Leserahmen flir Gag, Env und Rec sind jeweils mit einem + vermerkt. Provirus
102 auf Chromosom 1g22 tragt laut Human Genome Browser (March, 2006) ein vorzeitiges Stop-Codon (+)
im Gag.

Zelllinie  Anzahl  Amplifikat Provirus Chromosomale ID Typ ORFs
Klone Lokalisation (GenBank) Gag Env Rec
UKRYV 25 gag HERV-K 108 7p22.1 2 + + +
Mel 2-C9 19 eny HERV-K 108 7p22.1 2 + + +
2 env HERV-K 101 22ql1.21 1 +
GH 13 gag HERV-K 101 22ql1.21 AC ) 1 +
2 gag HERV-K 108 Tp22.1 AC072054 2 + + +
8 eny HERV-K 101 22ql1.21 AC007326 l +
1 env HERV-K 102 1q22 AC044819 1 (+)
0 eny HERV-K 108 Tp22.1 AC072054 2 + + +

2.3.3. HERV-K 108 der Linie UKRV Mel 2-C9 besitz keine funktionale

Reverse Transkriptase

Eine wesentliche Eigenschaft des retroviralen Replikationszyklus ist die Insertion des
revers transkribierten viralen Genoms in die Erbinformation des Wirtes. Eine aktive
Reverse Transkriptase tragt spezifische Aminoséuresequenzen in Form von konservierten
Motiven. Die katalytisch wichtigen Motive LPQG und YIDD sind eine VVorraussetzung fur
eine funktionale Reverse Transkriptase. Um die Frage zu klaren, ob von der Linie
UKRV Mel 2-C9 eine aktive Reverse Transkriptase gebildet werden kann, wurde der
fragliche Bereich aus partikuldr verpackten Vollldngentranskripten amplifiziert und
sequenziert. Die Untersuchungen ergaben, dass das in der Melanomlinie UKRV Mel 2-C9
reaktivierte Provirus HERV-K 108 kein intaktes YIDD-Motiv tragt (Abb.: 15). Eine von
diesem Provirus gebildete Reverse Transkriptase ist wahrscheinlich nicht funktional. Zum
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Vergleich wurden Proben aus GH Zellen untersucht. Die Linie GH exprimiert sehr stark

das Provirus HERV-K 102. Laut Datenbankeintragen zeigt dieses Provirus ein YIDD-

Motiv, das konnte auch im Experiment bestatigt werden.

HERV-K 108 (Datenbhankeintrag)
UKRYV Mel 2-C9-1
UKRYV Mel 2-C9-2
UKRYV Mel 2-C9-3
UKRYV Mel 2-C9-4
UKRV Mel 2-C9-5

AEQDCEKFAFTI PAINNKEPATRE QWKVLPOGMLNSPT ICOTFVGRALOPVREKESDCYITHCIDD

[ LCAAETKDKLIDCYTE LOAEVANA

AEQDCEKFAFTIPAINNKEPATRE QWKVLPOGMLNSPTICQTFVGRALQPVREKF SDCYI THCIDDI LCAAETKDKLIDCYTE LOAEVANA
ARQDCEKFAFTI PAINNKEPATRE QWKVLPOGMLNSPTICOTFVGRALOPVREKFSDCYITHCIDDI LCAAETKDKLIDCYTE LOAEVANA
AEQDCEKFAFTIPAINNKEPATRE QWKVLPOGMLNSPTICQTFVGRALOPVREKF SDCYI THCIDDI LCAAETKDKLIDCYTE LOAEVANA
AEQDCEKFAFTI PATNNKEPATRE QWKVLPOGMLNSPTICQTFVGRALOPVREKFSDCYITHCIDDI LCAAETKDKLIDCYTE LOAEVANA
ARQDCEKFAFTI PAINNKEPATRE QWKVLPOQGMLNSPTICQTFVGRALOQPVREKFSDCYITHCIDDI LCAAETKDKLIDCYTE LOAEVANA

GH-1 AEQDCEKFAFTIPAINNKEPATRFQOWKVLPOGMLNSPTICOTFVGRALOPVREKFSDCYIT [ LCAAETKDKLIDCYTE LOAEVASAE
GH-2 AEQDCEKFAFTIPAINNKEPATREQWKVLPOGMLNSPTICQTEFVGRALOPVREKESDCYIT [ LCAAETKDKLIDCYTE LOQAEVASA
GH-3 AEQDCEKFAFTIPATINNKEPATREQWKVLPOGMLNSPTICQTFVGRALQPVREKFSDCYIT [LCAAFTKDKLIDCYTE LOAEVASA
GH-4 AEQDCEKFAFTIPAINNKEPATRFOWKVLPOGMLNSPTICOTEFVGRALOPVREKFSDCYIT [LCAARETKDKLIDCYTE LOAEVASAE
GH-5 AEQDCEKFAFTIPAINNKEPATREQWKVLPOGMLNSPTICQTEFVGRALQPVREKFSDCYIT [ LCAAETKDKLIDCYTE LOQAEVANA

Abbildung 15: Aminoséurealignment aus dem Bereich des aktiven Zentrums der Reversen
Transkriptase von HERV-K. Gezeigt sind die Sequenzierergebnisse unterschiedlicher Klone der pol-
Amplifikate aus den Linien UKRV Mel 2-C9 und GH. Die Amplifikate sind generiert worden mittels
spezifischer Primer aus dem Bereich der Reversen Transkriptase, als Template diente cDNA aus partikulér
verpackter viraler RNA. Der Datenbankeintrag fiir HERV-K 108 ist zum Vergleich mit aufgefihrt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die von der Zelllinie UKRV Mel 2-C9 und
GH produzierten viralen Partikel HERV-K RNA Genome enthalten. Das in UKRV Mel 2-
C9 aktivierte Provirus HERV-K 108 kodiert fir intakte Hiillproteine, die Spikes bilden und
fur eine intakte Protease, die die Gag Proteine so prozessiert, dass zumindest das Kapsid
freigesetzt wird. Die Reverse Transkriptase allerdings scheint inaktiv zu sein.

UKRV Mel 2-C9 Partikel konnen aus diesem Grunde nicht infektids sein.

2.4. Analyse der HERV-K LTR

2.4.1. Bestimmung von Transkriptionsstart und Polyadenylierungsstelle
(5’ und 3° RACE)

Da in der Melanomlinie UKRV Mel 2-C9 ahnliche Proviren reaktiviert werden, wie in der
Teratokarzinomlinie GH, wurden sowohl der Transkriptionsstart in der 5’ LTR wie die
Polyadenylierungsstelle in der 3’ LTR parallel in beiden Zelllinien bestimmt. Diese
Analysen wurden an endogen exprimierten Proviren vorgenommen. Das verwendete Kit
basiert auf der Kopplung eines RNA-Linkeroligonukleotids an zuvor aus der Zelle isolierte
mRNA-Molekiile. Eine genaue Beschreibung und ein schematischer Uberblick iiber die
verwendete Methode findet sich in 4.6.. Durch Phosphatasebehandlung wurden die nicht
durch ein 5’-CAP geschutzten RNA-Spezies dephosphoryliert. Im darauf folgenden Schritt
wurde durch die Pyrophosphatase das 5’-CAP der vollstandigen mRNAs entfernt, so dass
das 5’ Phosphat fur die Ligation des RNA-Linkers verfugbar wurde. Es folgten eine
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cDNA-Synthese und eine PCR Amplifikation in einem Nested-Ansatz mit jeweils einem
spezifischem Primer fir das angefligte Oligo und einem spezifischem proviralen Primer.
Die verwendeten HERV-K Primer liegen in einer konservierten Region des Provirus, der
Primerbindungsstelle. Durch die Lokalisation der PCR-Primer in diesem Bereich ist die
Amplifikation vieler bekannter Proviren moglich. Die PCR Amplifikate wurden Kkloniert,
sequenziert und ausgewertet. Da der Transkriptionsstart in GH Zellen bereits bekannt war
(M. Kraft, 2004), diente die aus GH Zellen isolierte mRNA als zuséatzliche Kontrolle.

Die Sequenzierung der durch PCR generierten Amplifikate und der Vergleich dieser
Sequenzierergebnisse mit HERV-K Datenbankeintrdgen zeigte einen ubereinstimmend
favorisierten Transkriptionsstartpunkt in GH Zellen und UKRV Mel 2-C9. Die Transkripte
beginnen bei nt 794 (Abb.: 16). In Einzellfallen kann es zu einer verfrihten Initiation der
Transkription bis zu zehn Nukleotiden kommen. Dies wurde in der Melanomzelllinie
UKRV Mel 2-C9 hé&ufiger beobachtet als in GH Zellen. AusschlieBlich in den
Melanomzellen konnte ein bis mehr als dreiBig Nukleotide verspatet einsetzender
Transkriptionsbeginn ermittelt werden. Der Transkriptionsstartpunkt in GH Zellen scheint
definierter zu sein als in Melanomen. Da in der strukturellen Aufteilung der LTR der
Transkriptionsstart zugleich den Ubergang von U3 zu R markiert, beginnt R somit bei
Position nt 794 (Abb.: 17).

Transkriftionsstart
+

RACE- i
Produkte
GH-1 ACAGATGATCRAGTARATACTARAGGGAAC TCAGAGGCTGGCGEGATCCTCCATATGCTGR
GH-2 --————————- GGTARATACTAAGGGARC TCAGRGGCTGECGGGATCCTCCATATGCTGR
GH-3 --————————- - GTARATACTARGGGARC TCAGRGECTGECEGEATCCTCCACATGCTGR
GH-4 -—————————- MGTAAATACTARAGGGARC TCAGAGGCTGGCGGEATCCTCCATATGCT GR
GH-5 - MGTARATACTARGGGARC TCAGAGGC TGECGGEEATCCTCCATATGCT GA
GH-6 AGTAARATACTAAGGGARAC TCAGAGGCTGGCGGEATCCTCCATATGCT GR
Mel-1 ——-—-———— -——AAATACTAAGGGAACTCAGAGGC TGGC GEGGATCCTCCATATGCTGA
Mel-2 ——-—-———— - GTAAATRCTAAGGGARCTCAGAGEC TGGC GEGATCCTCCATATGCTGA
Mel-3 ——-—-———— - GTARATACTAAGGGARCTCAGAGGC TGGC GGGATCCTCCATATGCTGA
Mel-4 ——-——————- - — ——AATRCTAAGGGARCTCAGAGEC TGGC GEGATCCTCCATATGCTGA
Mel-5 ACAGATGATOAGTARATACTAAGGGAACTCAGAGCCTGGCGGGATCCTCCATATGCTGA
Mel-6 ~CRGATGATUAGTARATACTAAGGGAACTCAGAGGCTGECGGEATCCTCCATATGCTGA
Mel-7 —————————- RGTARATACTAAGGGAACTCAGAGGCTGGC GGGATCCTCCATATGCTGA
Mel-8 ——-_ATGATOAGTARATACTAAGGGAACTCAGAGGC TGGCGEGATCCTCCATATGCTGA
Mel-9 ————————— MGTARATACTAAGGGAACTCAGAGGCTGGC GGGATCCTCCATATGCTGA
Mel-10 - - - -\ - -\ - - ATCCTCCATATGCTGA
vel-14 - - - - - - - - - 44\ - - TCCTCCATATGCTGA
pcK30 ACAGATGATCAATAAATACTAAGGGAACTCAGAGGCTGGCGGGATCCTCCATATGCTGA
794 nt

Abbildung16: Sequenzalignment der RACE-Produkte aus GH und UKRV Mel 2-C9 mit der aktiven
LTR pcK30. Der Transkriptionsstartpunkt liegt an Position nt 794 in der 5° LTR.
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Der Ubergang von R zu U3 ist definiert durch die Polyadenylierungsstelle in der 3’ LTR.
Das Polyadenylierungssignal (AGTAAA) fallt auf die Position des in GH und
UKRV Mel 2-C9 bestimmten Transkriptionsstarts. In GH Zellen konnte gezeigt werden,
dass die Polyadenylierungsstelle 84 nt downstream an Position nt 878 liegt (Lower et al.,
1993a). Dieser Abstand ist etwa 60 nt langer als gewohnlich fir mRNAs beobachtet, bei
denen er 20 bis 30 nt betragt. Fir die Melanomlinie UKRV Mel 2-C9 wurde mittels einer
3’RACE die Polyadenylierungsstelle bestimmt. Es konnten zwei unterschiedliche
Positionen als Transkriptionsenden definiert werden. Eine Polyadenylierungsstelle liegt an
Position 878 nt wie vermutet und bereits in GH Zellen gezeigt. Eine weitere findet sich an
Position 813 nt und entspricht damit in ihrem Abstand zum Polyadenylierungssignal eher
der Regel. Wie fir den Start der Transkription bereits festgestellt, scheint in GH Zellen
auch das Ende der Transkription determinierter zu sein als in der Melanomlinie.

Die Struktureinheiten der HERV-K LTR definieren sich in GH Zellen und Melanomen
identisch wie folgt (Abb.: 17). Der U3-Bereich umfasst nt 1 bis nt 793. Innerhalb dieses
Bereiches gibt es eine putative TATA-Box (532-538 nt), die allerdings weit stromaufwarts
des Transkriptionsstarts liegt. Die R Region beginnt in der Regel bei nt 794 und endet bei
nt 879, in der untersuchten Melanomlinie alternativ auch bei nt814. Sie ist mit 85
Nukleotiden (alternativ 25 Nukleotiden) sehr kurz. An ihrem 5’ Ende befindet sich das
Polyadenylierungssignal AGTAAA. Der U5-Bereich beginnt bei nt 880 bzw. nt 820 und
endet bei nt 968. Er umfasst damit 88 beziehungsweise 148 Nukleotide.

Transkriptionsstart
+1
I I I I | I | I
1 nt 100 nt 200 nt 300 nt 400 nt 500 nt 600 nt 700 nt 800 n 900 nt

Poly(A)-Stelle

alternative Poly(A)-Stelle

Abbildung 17: Schematische Darstellung der HERV-K LTR. Die Strukturbereiche U3/R/U5 der HERV-
KLTR sind dargestellt, der Transkriptionsstart ist durch +1 gekennzeichnet, alternative
Transkriptionsstartpunkte sind durch graue Pfeile gekennzeichnet. Die Poly(A)-Stelle in der 3° LTR ist
eingetragen, alternative Poly(A)-Stellen sind ebenfalls durch graue Pfeile kenntlich gemacht.
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2.4.2. Vergleich der HERV-K LTR Promotoraktivitat in UKRV Mel 2-
C9 und GH

Um einen Eindruck der Promotoraktivitdt der HERV-K LTR in den untersuchten Zelllinien
zu bekommen, wurde das duale Luziferasereportersystem von Promega eingesetzt (4.7.5.).
Hierbei wurden die zu testenden Zelllinien mit Konstrukten transfiziert, in denen die
HERV-K Promotoren vor ein Luziferasegen kloniert worden waren. Je aktiver ein
Promotor umso effizienter kann das Luziferasegen vom Plasmid abgelesen werden. Das

Prinzip des Assays ist in Abb.: 18 dargestellt.

HERV-K LTR
W

/ N
| U3 E us | Luziferase

) 1 I I 1 1 1 I 1
Lut 100 nt 200 nt 300 nt 400nt 500 nt 600 mt 700t 00 nt 00 nt

pGL3-Vektor

Renilla Luziferase "‘

o| ke

Quantifizierung

Abbildung 18: Funktionsweise des Luziferasereporterassays. Der zu untersuchende Promotor, zum
Beispiel die HERV-K LTR, befindet sich vor einem Glihwirmchen-Luziferasegen (blau). 1) Das
Promotorkonstrukt wird durch Transfektion in die Zelle eingebracht. Zur Normierung wird ein interner
Standard kotransfiziert. Dieses Konstrukt enthdlt keinen aktiven Promotor vor dem Luziferasegen der
Weichkoralle Renilla reniformis (rot) und zeigt damit nur basale Aktivitat (pHRL null). 2) Je nach Aktivitét
des Promotors wird das jeweilige Luziferasegen abgelesen. 3) Von den mRNAs wird die jeweilige Luziferase
synthetisiert. 4) Nach der Lyse der Zellen kann die Menge gebildeter Luziferase im Photomultipler dadurch
quantifiziert werden, dass das von dem jeweiligen Enzym umgesetzte Substrat Photonen aussendet. Zur
Normierung werden die gemessenen Lichteinheiten der Glihwirmchen-Luziferase durch die der
Weichkorallen-Luziferase dividiert.

Verwendet wurden die Konstrukte pGL3-pcK30, pGL3-LTR 21, pGL3control und
pGL3basic. Der Vektor pGL3basic enthélt keine Promotor- und Enhancer-Sequenzen und
dient als Negativkontrolle. Dagegen bewirken die SV40 Promotor- und Enhancer-
Sequenzen im Vektor pGL3control eine sehr starke Luziferase-Expression in sehr vielen
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Zelltypen. Der promotorlose Vektor pHRL-null dient als interne Kontrolle, auf die
normiert werden kann, pGL3-pcK30 enthélt eine HERV-K LTR (Magin et al., 1999). Die
pcK30-LTR wurde aus cDNA-Sequenzen der Zelllinie GH zusammengesetzt. Die groRte
Homologie zwischen der pcK30 und einer endogen vorkommenden LTR zeigt die virale
LTR des Provirus HERV-K 108. Zwischen der pcK30 und der 5 LTR des Provirus
HERV-K 108 gibt es sechs Basenunterschiede (Tabelle 3). Das Konstrukt pGL3-LTR 21
enthélt eine LTR, die aus genomischer DNA amplifiziert wurde. Ihre Sequenz weist sehr
groRe Ahnlichkeit zur LTR des Provirus HERV-K 18 auf. Lediglich neun Punktmutationen
unterscheiden die LTR 21 von der endogen vorkommenden HERV-K 18 LTR (Tabelle 3).
Die LTR 21 zeigte in Keimzelltumorlinien keine Aktivitat (B. Hasenmeier, 1995). Beide
HERV-K LTR Konstrukte enthalten neben den eigentlichen LTR Sequenzen noch einen
kurzen Sequenzabschnitt der 5’UTR mit der Primerbindestelle. Die Sequenzunterschiede
zwischen den natirlich vorkommenenden LTRs und den artifiziell hergestellten

Promotorkonstrukten kénnten in Folge von PCR-Fehlern entstanden sein.

Tabelle 3: Sequenzunterschiede zwischen der im Luziferaseassay verwendeten pcK30 und der 5’ LTR
des Provirus HERV-K 108. Und zwischen der im Luziferaseassay als Negativkontrolle eingesetzten
LTR 21 und der LTR des Provirus HERV-K 18.

Position in LTR | HERV-K 108 pcK30 Positionin LTR HERV-K 18 | LTR 21

[nt] [n{]
175 G A 16 C G
179 A G 301 G C
341 C G 359 G T
358 T A 419 A G
361 C T 464 C T
794 G C 503 A G
511 T C
771 C A
772 A G

Vierundzwanzig Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen mit Promega-
Lysepuffer behandelt. Die Luziferaseaktivitait wurde quantifiziert und auf die
kotransfizierte interne Renillakontrolle (pHRLnull) normiert. Die LTR 21 zeigte in keiner
Zelllinie Promotoraktivitat (Abb.: 19, roter Balken) und bewegte sich damit auf dem
gleichen Niveau wie die promotorlose Negativkontrolle (gelber Balken). Dagegen wies die
LTR pcK30 (schwarzer Balken) in der Keimzelltumorlinie GH eine um das dreifache
erhdhte Aktivitat im Vergleich zum SV40 Promotor auf. Dieses Ergebnis war zu erwarten,
da bekannt ist, dass der SV40 Promotor zwar in vielen Geweben stark unterstitzt wird,

jedoch in Keimzelltumoren oft einer Hemmung unterliegt. In der Melanomlinie
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UKRV Mel2-C9 zeigten die HERV-K LTR pcK30 und der SV40 Promotor gleich starke
Aktivitdten (Abb.: 19). Die Linie HelLa zeigte lediglich Luziferaseaktivitdt bei
Verwendung des SV40-Promotors. Das Fehlen von HERV-K Transkripten in HelLa Zellen
scheint auf transkriptioneller Inhibition zu beruhen. Das Ergebnis legt nahe, dass HERV-K
Proviren durch zelltypspezifische Faktoren aktiviert werden. Diese Faktoren scheinen in
HeLa Zellen nicht oder nicht in ausreichendem MafRe vorhanden zu sein. In
Teratokarzinomen und den HERV-K positiven Melanomlinien wirken sie sich dagegen

positiv auf die HERV-K Expression aus.
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Abbildung 19: Promotoraktivitdt der HERV-K LTR in unterschiedlichen Zelllinien. HeLa, GH und
UKRYV Mel 2-C9 Zellen wurden transfiziert mit einem Luziferasereportergen unter der Kontrolle des HERV-
K 108 Promotors pcK30 (schwarze Balken) im Vergleich zu dem inaktiven Promotor LTR 21 (roter Balken),
dem SV40 Promotor (grauer Balken) und einem promotorlosen Konstrukt (gelber Balken). Die
Luziferaseaktivitét als MaR fir die Promotorstérke wurde 24 Stunden nach der Transfektion bestimmt und ist
in Form relativer Lichteinheiten angegeben. Normiert wurde auf die interne Renillakontrolle. Dargestellt sind
die Mittelwerte mit Standardabweichung aus vier parallelen Ansatzen eines représentativen Experiments.

2.4.3. Besitzt das TATA-Motiv Relevanz fir die LTR-Aktivitat von
HERV-K in Melanomen?

Bei der Untersuchung der Struktureinheiten der HERV-K LTR in Kapitel 2.4.1. fiel auf,
dass sich die putative TATA-Box 262 Nukleotide vor dem Transkriptionsstart befindet.
Als néchstes sollte deshalb untersucht werden, ob dem TATA-Motiv bei 532-538 nt
Uberhaupt eine Rolle in der Regulation der HERV-K LTR zukommt. Bereits von M. Kraft
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(M. Kraft, 2004) war ein Luziferase-Reporterkonstrukt Kkloniert worden, in dem das
TATAAAA-Motiv der pcK30 LTR gegen die Thymidinfolge TTTTTTT ausgetauscht
worden war. Dieses Konstrukt hatte in Keimzelltumorlinien unverédndert Promotoraktivitat
gezeigt.

UKRV Mel 2-C9 und GH Zellen wurden mit Luziferase-Reporterkonstrukten (4.7.5.)
transfiziert, die entweder die Wildtyp pcK30 LTR oder die mutierte LTR als Promotor
enthielten. Nach 48 Stunden wurde die Luziferaseaktivitat als Mal3 fur die Promotorstérke
bestimmt (Abb.: 20). Die Mutation des TATA-Motivs flhrte in der Zelllinie GH zu einem
Anstieg der Promotoraktivitdt auf ~280% im Vergleich zum Wildtyp. In der
Melanomzelllinie UKRV Mel 2-C9 wurde mit der Mutante ein Anstieg der
Promotoraktivitat auf 144 % erreicht. Die Unterschiede in der Luziferaseaktivitat zwischen
Wildtyppromotor und Mutationskonstrukt waren flr die beiden getesteten Zelllinien
statistisch signifikant. Dies Ergebnis beweist, dass das TATAAAA-Motiv in keiner
Zelllinie als Initiator der Transkription dient. Es deutet eher darauf hin, dass Inhibitoren an
dieser Stelle binden.
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Abbildung 20: Promotoraktivitat des TATA-Box-Mutationskonstruktes im Vergleich zum Wildtyp in
GH und UKRV Mel 2-C9. GH und UKRV Mel 2-C9 Zellen wurden transfiziert mit einem
Luziferasereportergen unter der Kontrolle des HERV-K Wildtyp-Promotors (schwarze Balken) im Vergleich
zu dem Mutationskontrukt [TATAAAASTTTTTTT (532-538 nt)] (graue Balken). Die Luziferaseaktivitét als
MaR flr die Promotorstérke wurde 48 Stunden nach der Transfektion bestimmt. Alle Werte wurden auf die
kotransfizierte interne Renillakontrolle normiert und sind als relative Lichteinheiten dargestellt. Die
Promotoraktivitat des Wildtyps wurde individuell fur jede Zelllinie als 100 % gesetzt. Die gezeigten Daten
sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus sechs parallelen Ansatzen eines représentativen
Experiments Das Mutationskonstrukt zeigte signifikante Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp [p* und
p**<0,001, Student’s t-test].
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2.5. In silico Suche nach an der HERV-K Transkriptionsinitiation

beteiligten Faktoren und Identifikation putativer

Transkriptionsfaktorbindestellen

Wie in vorangegangenen Experimenten gezeigt wurde, handelt es sich im Falle der LTR
von HERV-K um einen TATA-unabhéngigen Promotor. Die Transkriptionsinitiation an
solchen Promotoren wird h&ufig durch ein Initiatorelement (Inr) im Zusammenspiel mit
bestimmten Transkriptionsfaktoren vermittelt. Die Funktion der TATA-Box wird vom Inr
Die LTR wvon HERV-K108

(TCAGTAA, 791-798 nt),
Abweichungen von der Konsensussequenz (siehe Alignment). Die Konsensussequenz fir

ubernommen. zeigt ein putatives Inr am

Transkriptionsstartpunkt allerdings  mit  minimalen
ein funktionales Inr lautet Py Py A™N T Py Py, wobei die Transkription mit Adenin
beginnt. Die LTR von HERV-K 108 weist nach dem Thymin nicht zwei Pyrimidin-,

sondern zwei Purinbasen auf.

HERV-K108 TGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTGTGTAGAAAGAAGTAGACAT 60
103 60
HERV-K18 .. ...-. O A i 60
LTR21 . O A i 60
HERV-K108 AGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAAAATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATC 120
074 T 120
HERV-K18 ... o e A i [CHR 120
LTR21 .. o Al [C 120
HERV-K108 TATGACCTTACCCCCAACCCCGTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCA-CTCAGGGTTA 179
PCK30 e e e e e e eeeeaeaaaaaaa ———- A...G 179
50180

R 1 AA oo, 180
HERV-K108 AATGGATTAAGGGCGGTGCAGGATGTGCTTTGTTAAACAGATGCTTGAAGGCAGCATGCT 239
07 ST 239
HERV-K18 ... A e e e e 240
LTR21 i A e e e e e 240
HERV-K108 CCTTAAGAGTCATCACCACTCCCTAATCTCAAGTACCCAGGGACACAAAAACTGCGGAAG 299
7S T 299
HERV-K18 A e 300
LTR21 A e e e e e e e e e e e 300
HERV-K108 GCCGCAGGGACCTCTGCCTAGGAAAGCCAGGTATTGTCCAACGTTTCTCCCCATGTGATA 359
PCK30 e e e e eeaaaaaaaan R A. 359
HERV-K18 Tooo.o. o A G. 360
LTR21 T L A G. 360
HERV-K108 GCCTGAAATATGGCCTCGTGGGAAGGGAAAGACCTGACCGTCCCCCAGCCCGACACCCGT 419
pcK30 s e e e e e e e e e e e e e 419
HERV-K18 R A. 420
LTR21 I A. 420
HERV-K108 AAAGGGTCTGTGCTGAGGAGGATTAGTAAAAGAGGAAGGAATGCCTCTTGCAGTTGAGAC 479
7S T 479
HERV-K18 i Teeann O 480
LTR21 e J I AC . e 480
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HERV-K108 AAGAGGAAGGCATCTGTCTCCTGCCTGTCCCTGGGCAATGGAATGTCTCGGTATAAAACC 539
103 539
HERV-K18 . -.-- L O S S 540
LTR21 .- LI O S S 540
HERV-K108 CGATTGTATGCTCCATCTACTGAGATAGGGAAAAACCGCCTTAGGGCTGGAGGTGGGACC 599
103 1 599
HERV-K18  ........ C.T e G..... A e A 600
LTR21Z. ... C.T e G..... A A 600
HERV-K108 TGCGGGCAGCAATACTGCTTTGTAAAGCACTGAGATGTTTATGTGTATGCATATCTAAAA 659
103 659
HERV-K18 s A i T e e e e 660
LTR21 A T e e e s 660
HERV-K108 GCACAGCACTTAATCCTTTACATTGTCTATGATGCAAAGACCTTTGTTCACATGTTTGTC 719
PCK30 e e e e e e e e e e aeeeeeaaaaaaaan 719
HERV-K18 ........ [P C ot (CHR 720
LTR22  ..... [P G e e e e (CHR 720
HERV-K108 TGCTGACCCTCTCCCCACAATTGTCTTGTGACCCTGACACATCCCCCTCTTCGAGAAACA 779
074 T 779
HERV-K18 Comeeeee o 1 Teoonon CA........ 780
LTR21 Coeee o T e Teeennn CA........ 780
HERV-K108 CCCACAGATGATCAGTAAATACTAAGGGAACTCAGAGGCTGGCGGGATCCTCCATATGCT 839
pckK30 L. A e e e a e 839
HERV-K18  ..... GA....... Al L T et 840
LTR21Z ... GA....... Al L L 840
HERV-K108 GAACGCTGGTTCCCCGGGTCCCCTTCTTTCTTTCTCTATACTTTGTCTCTGTGTCTTTTT 899
G 10 899
HERV-K18  ..... [P C...... A e 900
LTR21Z ... T eee C...... A e 900
HERV-K108 CTTTTCCAAATCTCTCGTCCCACCTTACGAGAAACACCCACAGGTGTGTAGGGGCAACCC 959
G 10 959
HERV-K18 ......... [CAP— AT G e e [ 960
LTR2Z. ... [CH— 1 [ 960
HERV-K108 ACCCCTACA 968

pck3o  L...... 968

HERV-K18 ...... T.. 969

LTR22 ... T.. 969

Alignment: Sequenzvergleich der im Luziferaseassay verwendeten HERV-K LTR pcK30 und LTR 21,
sowie den LTRs der Proviren HERV-K 108 und HERV-K 18. Ubereinstimmungen mit der Sequenz des
Provirus 108 sind als Punkt dargestellt, Abweichungen durch den Einbuchstabencode der entsprechenden
Basen. Striche kennzeichnen das Fehlen von Basenpositionen, die mindestens in einer anderen Sequenz
vorkommen.

2.5.1. ldentifikation putativer Transkriptionsfaktorbindestellen in der
HERV-K LTR durch in silico Datenbankanalysen

Da die Initiation der Transkription und die Aktivitat eines Promotors durch spezifische
Transkriptionsfaktoren vermittelt wird, wurden putative Transkriptionsfaktorbindestellen
durch eine online Suchanfrage beim ,Transcription Element Search System (TESS)“
identifiziert, das auf die TRANSFACV6.0 Datenbank zugreift. In dieser in silico Analyse
wurden die im Luziferaseassay aktive LTR pcK30 und die inaktive LTR 21 auf
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Unterschiede in putativen Transkriptionsfaktorbindestellen hin untersucht. Die Auswertung
findet sich im Anhang (7.3.). Die Sequenzen der LTR 21 und der pcK30 sind dem
Alignment in 2.5. zu entnehmen. Besonderes Interesse galt dabei den Sequenzen in der
Né&he des Transkriptionsstarts. Hier konnte eine hoch konservierte GC/GT-Box identifiziert
werden, die nur in der aktiven LTR pcK30 vorliegt. An solche GC-Boxen binden
bevorzugt Sp (specific protein) Proteine. Die Sp-Proteine sind Zinkfingerproteine und
gehoren der Familie der SP/XKLF Transkriptionsfaktoren an. Die ubiquitdr exprimierten
Transkriptionsfaktoren Spl und Sp3 binden an das gleiche Sequenzmotiv. Da in der
Regulation der Transkriptionsinitiation durch Spl und Sp3 auch das Arrangement und die
Anzahl der Erkennungsstellen auf der LTR eine Rolle spielt, darf die zweite putative
Sp1/Sp3-Bindestelle in direkter Nahe zum Transkriptionsstart nicht unbeachtet bleiben.
Diese zweite Bindestelle zeigt eine nicht ganz konservierte GC-Box und ist in der aktiven
LTR pcK30 ebenso wie in der inaktiven LTR 21 présent.

GC-Box1 GC-Box2
pcK30 ACATCCCCCTCTTCG ACACCCACAGA
LTR 21 ACATCTCCCTCTAGG ACACCCACAGA

Sequenzvergleich der pcK30 und LTR 21 im Bereich der GC-Boxen.

2.5.1.1.Analyse der Expression von Spl und Sp3 in den untersuchten

Zelllinien im Immunoblot

Um die Rolle der Transkriptionsfaktoren Spl und Sp3 bei der Transkriptionssteuerung von
HERV-K zu untersuchen, wurden die hier verwendeten Zelllinien zundchst in der
Expression der Spl und Sp3 Proteine verglichen. Dazu wurden fraktionierte
Proteinextrakte der Zelllinien UKRV Mel 2-C9 und GH sowie der nicht HERV-K
exprimierenden Linien HelLa und HCI Mel 19 hergestellt (4.7.2.). Sp1l und Sp3 sind als
Transkriptionsfaktoren im Zellkern lokalisiert. In Immunoblotanalysen konnte Spl mit
einem Molekulargewicht von 105 kDa in allen Kernproteinaufreinigungen detektiert
werden (Abb.: 21). In Extrakten des Zytoplasmas konnten keine Signale nachgewiesen
werden. Dies zeigt eine gute Trennung zwischen den Kern- und Zytoplasma-
Proteinfraktionen wéhrend der Aufreinigung. Als Ladekontrolle und als weiteres Merkmal
fur erfolgreiche Trennung der Kompartimente wurde der Immunoblot mit Lamin A belegt.
Lamin A ist ein struktureller Bestandteil des Zellkerns und kommt nur in diesem
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Kompartiment vor. Auch Signale fir Lamin konnten jeweils nur in den Kernfraktionen
detektiert werden.

Sp3 Proteine kommen in drei Isoformen vor, die ebenfalls alle in den jeweiligen
Kernproteinextrakten nachgewiesen werden konnten (Abb.: 21). Die lange Isoform mit
einem Molekulargewicht von 115 kDa, die auch als Transkriptionsaktivator fungieren
kann, wird in GH Zellen stérker exprimiert als die beiden kiirzeren Isoformen, denen die
zweite Aktivierungsdomane fehlt. Die kurzen Isoformen haben ein Molekulargewicht von
80 kDa und 78 kDa. In allen anderen Linien scheint das Verhéltnis der Isoformen

zueinander ausgeglichen (Abb.: 21).
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Abbildung 21: Immunoblotanalysen zur Expression von Spl und Sp3 in unterschiedlichen Zelllinien.
A) Nachweis von Spl in den Zytoplasma- [C] und Kernfraktionen [N] der Zelllinien GH, HeLa,
UKRV Mel 2-C9 und HCI Mel 19. Verwendet wurde ein polyklonaler Kaninchen anti-Spl Antikérper in
einer Verdiinnung von 1:3000. Spl findet sich nur im Nukleus [N]. Zur Kontrolle einer erfolgreichen
Fraktionierung wurde auf Anwesenheit des nukledren Proteins Lamin A getestet. Hierzu wurde ein
Kaninchen Lamin-A Antikorper in einer Verdlnnung von 1:4000 eingesetzt. B) Nachweis von Sp3 Proteinen
in den Zytoplasma- [C] und Kernextrakten [N] mit einem polyklonalen Kaninchen anti-Sp3 Antikorper in
einer Verdinnung von 1:4000. Als Sekundarantikorper diente in allen Féllen ein peroxidasegekoppelter anti-
Kaninchen Antikdrper in einer Verdinnung von 1:10000.
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2.5.1.2.Bindung von Spl wund Sp3 in raumlicher N&he zum
Transkriptionsstart (in vitro EMSA-Analysen)

Um zu untersuchen, ob die in der HERV-K LTR identifizierten putativen GC-Boxen
Bindungsstellen fur die Transkriptionsfaktoren Spl und Sp3 darstellen, wurden EMSA-
(Electrophoretic Mobility Shift Assays) Analysen durchgefiihrt (4.5.). Kernproteinextrakte
von GH und UKRV Mel 2-C9 wurden mit einer radioaktiv markierten DNA-Sonde
inkubiert (Abb.: 22A). Die Kernproteinextrakte wurden zuvor auf die Anwesenheit von
Spl und Sp3 untersucht Als Sonde diente ein 66 bp langes Stiick aus der pcK30 LTR (738-
804 nt), das sowohl die hoch konservierte Sp-Bindestelle (GC-Box1) als auch die weniger
konservierte zweite GC-Box enthielt (Abb.: 22A). Die Sonde wurde (ber PCR mit den
Primern MKr21 und MKr28 (8.1.) generiert, anschlieRend tber ein 3% Agarosegel
(4.4.3.2.) aufgereinigt, aus dem Gel eluiert und anschliefend radioaktiv markiert (4.5.).

Um die experimentellen Bedingungen zu Ulberprifen (Abb.: 22B), wurde die Sonde
(Spur 1) mit rekombinantem Sp3 Proteinen inkubiert. Der Sonden/SP3 Komplex zeigte in
der nativen Gelelektrophorese ein deutlich verzégertes Laufverhalten, einen Shift (Spur 3).
Dieser stellte sich als Doppelbande dar, die entweder auf eine Bindung des Proteins als
Monomer oder Dimer oder auf unterschiedliche Besetzung der beiden GC-Boxen
zuruckzufuhren sein kdnnte. Bei Zugabe eines spezifischen Sp3 Antikdrper konnte ein
Supershift beider Banden erzeugt werden (Spur 2). Die experimentellen Bedingungen
sollten demnach eine Komplexbildung zwischen der Sonde und den Sp-Proteinen der
Kernextrakte sowie einen Supershift bei Zugabe spezifischer Antikdrper ermdglichen. In
der Tat konnten nach Inkubation der Kernproteinextrakte aus GH Zellen mit der DNA-
Sonde drei Shift-Banden in der nativen Gelelektrophorese identifiziert werden (Abb.: 22C,
Spur 2). Um zu klaren, ob es sich um spezifische Komplexe handelt, wurde geprift, ob die
Komplexe durch Zugabe von nicht radioaktiv markierter DNA-Sonde zu kompetitieren
sind. Durch einen 50- beziehungsweise 100-fachen Uberschuss an nicht markierter Sonde
konnte die hochmolekulare Bande spezifisch kompetitiert werden (Abb.: 22C, Spur 3 und
4). Eine volistdndige Kompetition mit einem nicht markierten korrespondierenden DNA-
Fragment aus der inaktiven LTR 21 war nicht méglich (Abb.: 22C, Spur 5 und 6). Da sich
die beiden DNA-Fragmente nur durch die Mutationen in der GC-Box1 unterscheiden
(Abb.: 22A), bedeutet dies, dass sich der spezifische hochmolekulare Komplex vor allem
an der GC-Box1 bildet.

50



Ergebnisse

A Transkriptionsstart
GC-Box 1 GC-Box 2 I+—1>
7 ) A =
pcK30 AATTGTCTTGTGACOCTGACACATCCCCCTCTTCGAGAAACACCCAQAG! TGATCAGTAAATACTA
LTR 21 TTGTCTTGTGACCCTGACACATCTCCCTCTAGGAGAAACACCCAQAGATGATCAATAAATACTA]
738 nt Primer Primer 804 nt
B C |Kompetitor LTR_21 50x  100x
anti Sp3 + Kompetitor pcK30 50x  100x

Sp3 Protein + + 5 pg Extrakt + + + + +

Sonde +  + + Sonde +  + + + + +

14
I

-~ .
- e spezifischer
Komplex
. — -~ unspezifischer
’ Komplex

- u . . unspezifischer
. —
Komplex

Abbildung 22: EMSA-Analyse des Transkriptionsinitiationsbereichs der HERV-K LTR. A)
Schematische Darstellung der verwendeten Sonde mit einer L&nge von 66 bp. Die putative GC-Box 1 ist in
der LTR 21 durch drei Punktmutationen in ihrem Motiv verandert. Die zweite GC-Box ist sowohl in der
pcK30 als auch in der LTR 21 vorhanden. Die zur Amplifikation eingesetzten Primer sind farblich markiert
(siehe auch 8.1) B) Spur 1: radioaktiv markierte pckK30 Sonde, Spur 2: Inkubation der Sonde mit 2 ul
rekombinatem Sp3-Protein (ALX-201-106, Alexis) erzeugt zwei Shift Banden (schwarze Pfeile), Spur 3:
Zugabe von 2 pg spezifischem Sp3 Antikorper zu den Komplexen aus Sonde und rekombinantem Sp3
Protein induziert einen deutlichen Supershift der beiden Banden (graue Pfeile). C) Spur 1 radioaktiv
markierte pcK30 Sonde, Spur 2: Inkubation der Sonde mit 5 ug Kernextrakt aus GH Zellen, Spur 3 bis
Spur 6: Kompetition mit 50-fachem beziehungsweise 100-fachem Uberschuss unmarkierter Sonde pcK30
oder LTR 21.

Die beiden anderen Komplexe lieRen sich nicht kompetitieren und sind somit als
unspezifisch zu bezeichnen. Dieses Kompetitionsverhalten stellte sich fir GH und
UKRV Mel 2-C9 Proteinextrakt identisch dar. Durch Zugabe wvon spezifischen Spl
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Antikorper wahrend der Inkubation der Kernproteinextrakte aus GH Zellen mit der
markierten DNA-Sonde konnte bei dem hochmolekularen spezifischen Komplex ein
deutlicher Supershift in der nativen Gelelektrophorese erzielt werden (Abb.: 23A, Spur 4).
Dies war durch Zugabe eines anti-Aktin Antikdrpers nicht madglich (Spur 3). Die
unspezifischen Komplexe verdnderten sich nicht. Bei Zugabe von Sp3 spezifischen
Antikdrpern bildeten sich sogar zwei Shiftbanden aus (Spur 5). Das Ergebnis deutet darauf
hin, dass der hochmolekulare spezifische Komplex sowohl Spl als auch Sp3 Protein
enthalt.

A

AKktin -Antikorper
anti Sp3-Antikérper
anti Spl-Antikérper

5 ug GH- Extrakt
Sonde

B

Aktin -Antikorper
anti Sp3-Antikérper
anti Sp1-Antikérper

5 ug C9- Extrakt
Sonde

+

<— Super-Shift2

——Super-Shiftl

n
+

' <+— Super-Shift2
B

g“ﬂ

——Shift

<+——Super-Shiftl
<«—Shift2

<+—Shiftl

Abbildung 23: Ergebnisse der EMSA-Analysen mit nukledren Extrakten aus Keimzelltumor und
Melanomzelllinien. A) Spur 1: radioaktiv markierte pcK30 Sonde, Spur 2: Inkubation der Sonde mit 5 pug
Kernextrakt aus GH Zellen, Spur 5 und 4: Bei Inkubation der Komplexe aus Sonde und Kernextrakt mit 2 ug
spezifischem Antikorper gegen Spl beziehungsweise Sp3 konnte ein Supershift des hochmolekularen
Komplexes detektiert werden (graue Pfeile), Spur 3: Inkubation der Komplexe aus Sonde und Kernextrakt
mit 2 pg Aktinantikorper. B) Spur 1: radioaktiv markierte pcK30 Sonde, Spur 2: Inkubation der Sonde mit
5 ug Kernextrakt aus UKRV Mel 2-C9 Zellen, Spur 4: Inkubation der Komplexe aus Sonde und Kernextrakt
mit 2 ug Aktinantikdrper. Spur 3 und Spur 5: Bei Inkubation der Komplexe aus Sonde und Kernextrakt mit
2 ng spezifischem Antikorper gegen Spl beziehungsweise Sp3 konnte ein Supershift des hochmolekularen
Komplexes detektiert werden (graue Pfeile), Der niedermolekulare Komplex wird durch die Antikorper
kompetitiert.

52



Ergebnisse

Bei Inkubation von nukledrem Melanomextrakt mit der radioaktiv markierten DNA-Sonde
zeigten sich in der nativen Gelelektrophorese zwei Komplexe (Abb.: 23B, Spur 2, Shift 1
und 2). Bei Zugabe von spezifischem Spl Antikdrper verschwanden beide Shifts und es
bildete sich ein deutlich retardierter Komplex (Spur 3, grauer Pfeil Supershift 1). Bei
Zugabe von spezifischem Sp3 Antikorper zeigten sich zwei Supershiftbanden (Abb.: 23B,
Spur 5, graue Pfeile). Wieder scheint es, dass beide Komplexe sowohl Spl als auch Sp3
Proteine enthalten. Bei Zugabe von Aktinantikdrper konnte kein Super-Shift beobachtet
werden (Spur 4).

Die Resultate der EMSA-Studien zeigen, dass die hochkonservierte GC-Box 1 in der Nahe
des  Transkriptionsstarts der HERV-K LTR als Bindungsstelle fur die
Transkriptionsfaktoren Sp1 und Sp3 dient.

2.5.1.3. Mutation der Sp1/Sp3-Bindungsstelle in der GC-Box 1 reduziert

in-vivo signifikant die LTR Promotoraktivitat

Durch die EMSA-Studien konnte bestétigt werden, dass Spl und Sp3 in der N&he des
Transkriptionsstarts an die HERV-K LTR binden. Im Luziferasereporterassay (4.7.5.)
wurde daher getestet, ob die Konvertierung der Sequenz der GC-Box1 der aktiven pcK30
(ACACATCCCCCTCTTCG) in die Sequenz der nicht aktiven LTR21
(ACACATCTCCCTCTAGG) eine Verédnderung der Promotorstarke bewirkt. Die
Mutation dieser Sp1/Sp3 Bindestelle fuhrte sowohl in GH als auch in UKRV Mel 2-C9
Zellen zu einem drastischen Abfall der Promotoraktivitat (Abb.: 24). In GH Zellen sank
die Aktivitdt um mehr als die Halfte im Vergleich zum Wildtyp (pcK30). In der
Melanomlinie war dieser Effekt um ein Vielfaches ausgeprégter. Die Aktivitat fiel auf
etwa 20 % ab.

53



Ergebnisse

120 -

100 ~

60

40

Relative Lichteinheiten

20

Hi

WT SP mut WT SP mut

GH UKRV Mel 2-C9

Abbildung 24: Relative Luziferaseaktivitat einer LTR Mutante mit verdndertem Sp-Bindemotiv (Sp
mut) im Vergleich zum Wildtyp (WT). GH und UKRV Mel 2-C9 Zellen wurden entweder mit einem
Luziferasereportergen unter der Kontrolle des HERV-K Wildtyp-Promotors (schwarze Balken) oder mit
einem Luziferasereportergen unter der Kontrolle eines HERV-K Promotors, in dem die GC-Box 1 zur
Sequenz der inaktiven LTR 21 mutiert worden war (graue Balken), transfiziert. Die relativen Lichteinheiten,
die ein MaR fur die Promotoraktivitat sind, wurden 48 Stunden nach der Transfektion bestimmt und auf die
kotransfizierte interne Renilla Kontrolle normalisiert. Die Promotoraktivitat des Wildtyps wurde fur jede
Zelllinie als 100 % gesetzt. Die aufgetragenen Daten sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus sechs
parallelen Ansédtzen eines représentativen Experiments. Das Mutationskonstrukt zeigt signifikante
Unterschiede im Vergleich zum Wildtyp [p* und p**<0,001, Student’s t-test].

2.5.1.4. siRNA vermittelter Knockdown von Spl and Sp3 reduziert die
HERV-K Promotoraktivitat

Um zu bestétigen, dass die Transkriptionsfaktoren Spl und Sp3 Auswirkungen auf die
transkriptionelle Aktivitat des HERV-K Promotors haben, wurde die Translation jeweils
eines der beiden Faktoren mittels transfizierter SiRNA in den zu untersuchenden Zellen
unterdriickt (Durchfiihrung des Assays 4.7.5.2.). Die Funktionalitdt der verwendeten
siRNA-Oligos wurde durch Immunoblotanalysen bestatigt (Abb.: 25A und 25B). Bei
Verwendung von 150 bzw. 300 ng siRNA pro 0,5 x 10° GH oder UKRV Mel 2-C9 Zellen
konnten sowohl der Gehalt an Sp1 als auch das Niveau der langen und kurzen Isoformen
von Sp3 in der Linie UKRV Mel 2-C9 deutlich reduziert werden (Abb.: 25A und B). Als
Kontrolle dienten mit Transfektionsreagenz behandelte Zellen. Um die Auswirkungen des
jeweiligen Knockdowns auf die Promotoraktivitit zu bestimmen, wurde jeweils eine der
beiden siRNAs mit dem pcK30 LTR-Luziferasekonstrukt in GH und UKRV Mel 2-C9
Zellen kotransfiziert.
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Abbildung 25: siRNA vermittelter Spl und Sp3 Knockdown vermindert die Promotoraktivitat der
HERV-K LTR A und B) 300 ng oder 150 ng Sp3 spezifischer siRNA wurden in 0,5 x 10° UKRV Mel 2-C9
Zellen transfiziert. Nach 48 Stunden wurden Lysate mit dem Promega Lysepuffer hergestellt. Sp1 und Sp3
wurden im Immunoblot mit spezifischen Antikérpern nachgewiesen. C) 0,5 x 10° UKRV Mel 2-C9 oder GH
Zellen wurden mit 1 ug pcK30-Luziferasevektor (mock, Spur 1) beziehungsweise mit 1 ug pcK30-
Luziferasevektor und 300 ng Spl (Spur 2) oder 300 ng Sp3 (Spur 3) spezifischer siRNA transfiziert. Nach
48 Stunden wurden die Zellen mit Promega Lysepuffer lysiert (4.7.1.) und die Luziferaseaktivitit des
jeweiligen Lysats als MaR fiir die Promotorstarke bestimmt. Alle Werte wurden auf den Proteingehalt
normiert und sind als relative Lichteinheiten dargestellt Die mock-Kontrolle wurde als 100 % gesetzt.
Gezeigt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei parallelen Ansétzen eines reprasentativen

Experimentes.
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Als Kontrolle dienten Zellen, die anlog behandelt wurden, aber nur mit dem
Luziferasekonstrukt transfiziert wurden (,,mock®). Da die Kotransfektion eines Renilla-
Kontrollplasmids den Assay storte, wurden die ermittelten Luziferasewerte auf den
jeweiligen Proteingehalt des Lysats normiert. Es konnte ein deutlicher Abfall der
Promotoraktivitét in allen sSIRNA-Ansdtzen beobachtet werden (Abb.: 25C). Im Vergleich
zur ,,mock*-Kontrolle sank die Aktivitat der pcK30-LTR in der Linie UKRV Mel 2-C9 bei
Verwendung der Sp1-siRNA ebenso wie bei Einsatz der Sp3-siRNA auf ~ 40 % ab. In GH
Zellen war der Abfall der Promotoraktivitdt sogar noch wesentlich deutlicher. Bei
Verwendung von Spl und Sp3 spezifischer siRNAwurden gegeniiber dem ,,mock*-Wert
nur noch 15 — 20 % der relativen Lichteinheiten gemessen. Dieses Experiment bestétigt,
dass sowohl Spl als auch Sp3 an der Regulation der transkriptionellen Aktivitat des
HERV-K Promotors in UKRV Mel 2-C9 und GH Zellen beteiligt sind.

2.5.1.5.Bindung von Spl und Sp3 an den HERV-K Promotor
(invivo ChIP-Assay )

Die Bindung von Spl und Sp3 an die HERV-K LTR sollte zur Bestitigung der EMSA-
Analysen mittels Chromatinimmunoprazipitation (ChlIP) in vivo nachgewiesen werden
(4.8.4.). Es wurden 0,5 x 10° GH, UKRV Mel 2-C9 und HCI Mel 19 Zellen pro Ansatz
eingesetzt. Durch zwanzigminutige Inkubation in einer 1 %igen Formaldehydldsung in
Vollmedium wurden DNA und Proteine vernetzt. Die Zellen wurden anschliefend in SDS-
Lysepuffer aufgenommen wodurch der DNA-Proteinkomplex aus dem Zellkern freigesetzt
wurde.

Die Analyse definierter Proviren war leider nicht moglich. Ein lokusspezifischer Primer,
zur Detektion der LTR nach der Prazipitation, kann auf Grund des proviralen
Integrationsortes oft erst 2 kb stromaufwarts definiert werden. Eine effiziente Chromatin-
IP mit DNA-Fragmenten dieser GroRe ist technisch fast unmdglich. Die DNA wurde daher
mittels spezifischer Restriktionsenzyme geschnitten (Abb.: 25A). Da die Sequenzen der
HERV-K Proviren bekannt waren (2.2.2.), konnten Restriktionsenzyme unter
Berlicksichtigung der spezifischen Basenunterschiede zwischen den Proviren gewéhlt
werden. Jede LTR enthélt stromaufwarts des Transkriptionsstarts entweder eine
Erkennungsstelle fur das Restriktionsenzym Nspl oder durch Abweichung eines
Nukleotids an gleicher Stelle eine Erkennungssequenz fiir Afll11. Hindlll schneidet in allen
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Proviren in der 5’ untranslatierten Region vor dem gag Gen. Bei Zugabe aller drei Enzyme

in den Ansatz entstanden auf diese Weise Fragmente mit einer Grolie von ~370 bp.

+1

U3 US
I [ I [ I I [ I

1nt 100 nt 200 nt 300 nt 400 nt 500 nt 600 nt 700 nt 800 nt 900 nt

Spl, Sp3 Bindestelle Sp1, Sp3 Bindestelle

Abbildung 26: Schema zur Chromatin Immunoprézipitation der HERV-K LTR mittels spezifischer
Antikorper. A) Das HERV-K Genom wurde mit Hilfe wvon spezifischen Restriktionsenzymen
geschnitten,;eine Restriktionsschnittstelle ist in der LTR lokalisiert, die zweite befindet sich in der Néhe der
Primerbindingsite. B) Die Amplifikation aus dem Prézipitat erfolgte mittels spezifischer Primer (griine Pfeile,
nicht mafstabsgetreu).

Da das menschliche Genom eine Vielzahl von solitdren LTRs enthélt wurden die Primer
zur Amplifikation der prézipitierten DNA so gewéhlt, dass nur ein Produkt entsteht, wenn
eine Primerbindestelle vorhanden ist (Abb.: 26B). Auf diese Weise wurden Signale von
solitdren LTRs ausgeschlossen. Die durch die Restriktion entstandenen Fragmente der
HERV-K LTR konnten mittels spezifischer Antikorper gegen Spl und Sp3 in allen
verwendeten Zelllinien prézipitiert und mittels PCR nachgewiesen werden (Abb.: 27). In
den HERV-K positiven Linien UKRV Mel 2-C9 und GH bindet deutlich mehr Sp3 als Sp1
an den Promotor. In der Melanomlinie HCI Mel 19 sind keine HERV-K Proviren
transkriptionel aktiv. Hier besteht ein ausgewogenes Verhaltnis in der Bindung von Spl
und Sp3 an die LTR. Bei Verwendung eines Aktinantikorpers konnten dagegen keine
Signale nachgewiesen werden (Abb.: 27). Ebenso traten in Ansdtzen ohne
Antikdrperzugabe keine Signale auf. Dies zeigt, dass die Signale bei Verwendung der Spl
und Sp3 Antikoérpern spezifisch sind. Zur Kontrolle wurde am Ausgangmaterial der
Immunoprézipitation eine PCR durchgefiihrt, in der wie erwartet deutliche Signale
auftraten. Bei Verwendung eines Primerpaares aus dem Bereich von HERV-K env konnten
lediglich im Eingangsmaterial und nicht in den Prézipitaten Signale detektiert werden
(Daten nicht gezeigt). Die Chromatinimmunoprézipitation zeigt, dass Sp1 und Sp3 in vivo
an den HERV-K Promotor binden.
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Abbildung 27: Ergebnis und Auswertung der Chromatinimmunopréazipitation A) Quantifizierung der
PCR-Signale nach Chromatin Immunoprézipitation der HERV-K LTR. Normiert wurde auf die Signalstarke
des geschnittenen Eingangsmaterials. B)Amplifikate aus dem Bereich der HERV-K LTR nach der Chromatin
Immunoprézipitation mit jeweils 2 pg spezifischem Antikérper gegen Spl, Sp3 und Aktin.
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3. DISKUSSION

3.1. Expression von HERV-K in der Melanomlinie UKRV Mel 2-C9

Eine erhohte transkriptionelle HERV-K Aktivitat war fiir Keimzelltumoren (Herbst et al.,
1996), Keimzelltumorlinien (Lower et al., 1993; Sauter et al., 1995) und einige
Melanomlinien (Muster et al., 2003) bereits bekannt. Die in dieser Arbeit gewonnenen
Ergebnisse zeigen, dass durch Einzelzellklonierung eine Melanomlinie, UKRV Mel 2-C9,
mit hoher HERV-K Expression isoliert werden konnte. Ein Vergleich der Signale der
Immunfluoreszenzanalysen (Abb.: 8) macht jedoch deutlich, dass die Keimzelltumorlinie
GH die viralen Gag Proteine deutlich starker als die Melanomlinie exprimiert und auch GH
vermehrte Virusproduktion zeigt. Dies konnte durch Immunoblotanalysen bestatigt
werden. Aus gleichen Mengen von Gesamtproteinextrakten konnte deutlich mehr Gag
Protein in GH Zellen detektiert werden als in Extrakten der Melanomlinie (2.1.2.). Virale
Partikel werden sowohl von der Linie UKRV Mel 2-C9 als auch von der Linie GH
produziert und in das Nahrmedium abgegeben. Das konnte durch Immunoblotanalysen der
jeweiligen Zellkulturiiberstande (2.3.) gezeigt werden. Die HERV-K Expression der Linie
UKRV Mel 2-C9 ist beinahe ausschlielich auf die Aktivitat des Provirus HERV-K 108
zuriick zu fuhren, damit bietet diese Linie die Mdoglichkeit, den Phéanotyp dieses
spezifischen Provirus zu charakterisieren.

Das Gag Vorlauferprotein wird in der Melanomlinie UKRV Mel 2 —-C9 ebenso wie in der
Keimzelltumorlinie GH proteolytisch gespalten. In beiden Zelllinien wird also eine aktive
HERV-K Protease exprimiert, die in der Lage ist, das Gag Vorlauferprotein zu
prozessieren. Das prozessierte Kapsid kann sowohl im Gesamtzellextrakt als auch in
Partikelpraparationen detektiert werden. Die virale Protease wird erst bei der Reifung der
viralen Partikel aktiviert. Dass auch im Gesamtzellextrakt Signale flr die gespaltenen
Kapsidproteine detektiert werden kénnen, ist auf virale Partikel zuriickzufiihren, die sich
zum Zeitpunkt der Zelllyse noch im Knospungsstadium an der Zelloberflache befanden
und bei der Herstellung der Proteinextrakte gemeinsam mit den Zellen lysiert wurden. Im
Zellextrakt aus UKRV Mel 2-C9 und GH Zellen lassen sich neben dem Kapsid (30 kDa)
und dem Gag Vorldauferprotein (80 kDa) auch einige Spaltintermediate detektieren
(Abb.: 9). Im Vergleich zu GH Zellen ergibt sich ein deutlich abweichendes Bandenmuster
in der untersuchten Melanomlinie. In GH Zellen sind neben Vorlauferprotein und Kapsid
mindestens funf Intermediate detektierbar, in der Linie UKRV Mel 2-C9 dagegen nur drei.
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Das Bandenmuster der Melanomlinie UKRV Mel 2-C9 wird vor allem durch die Aktivitat
des Provirus HERV-K 108 bedingt. In GH Zellen dagegen sind neben HERV-K 108 drei
weitere Proviren (HERV-K 107, HERV-K 101 und HERV-K II) aktiv. Diese heterogene
Virenpopulation enthélt somit provirale Proteine unterschiedlicher Sequenz, die eventuell
nur unvollstandig prozessiert werden, beispielsweise auf Grund verdnderter
Proteaseschnittstellen. Die von Typ 1 Proviren (HERV-K 101, HERV-K Il) gebildeten
Gag Proteine kénnen auch verkdrzt sein, denn diese Sequenzen weisen oft vorzeitige Stop-
Codons auf. Das Verbleiben der viralen Partikel im Knospungsstadium, das vor allem in
GH Zellen zu beobachten ist, und die berwiegende Anwesenheit von Partikeln mit
unvolistandig kollabierten Corestrukturen deutet ebenfalls auf eine heterogene Population
von exprimierten Proviren hin.

In Partikelpréparationen aus Zellkulturuberstand von UKRYV Mel 2-C9 konnte lediglich
gespaltenes Kapsid detektiert werden, was typisch fir virale Partikel ist, in denen Gag
vollstandig prozessiert wird. Dies kdnnte bedeuten, dass das Provirus 108 fur ein intaktes
gag Gen kodiert. Da sich aber auch hier die Partikel nicht recht von der Membran lésen,
missen andere Defekte in Betracht gezogen werden. Dies ist zu einem spéteren Zeitpunkt
Gegenstand der Diskussion.

Die viralen Hullproteine sind verantwortlich fur die Erkennung zellularer Rezeptoren und
vermitteln die Bindung des Virus an diese Oberflachenmolekiile. Auf diese Art
ermoglichen sie den Eintritt des Virus in die Zelle. Die Infektiositat der retroviralen
Partikel wird daher wesentlich von den Env Proteinen bestimmt.

Der Nachweis des Env Vorlauferproteins (90 kDa) und der gespaltenen SU-Untereinheit
(60 kDa) mit einem HERV-K Env-SU-Antikérper war aus Zellextrakten von
UKRV Mel 2-C9 und GH Zellen méglich (Abb.: 9). Das Env Vorlauferprotein wird von
einer zelluldren Protease in SU- und TM-Untereinheit gespalten. Sowohl in der
Melanomlinie als auch in der Teratokarzinomlinie GH wird Env offensichtlich von der
Zelle korrekt prozessiert. Verglichen mit der Aktin-Ladekontrolle und der unspezifischen
Bande bei 30 kDa waren bei UKRV Mel 2-C9 die Env Signale des Zellextrakts stérker als
in GH Zellen. In den Melanomzellen scheint ein ausgewogenes Verhéltnis zwischen der
Produktion viraler HERV-K Gag und Env Proteine zu bestehen, wéhrend in GH Zellen
deutlich mehr Gag als Env produziert wird. Dieses wenig ausgewogene Verhaltnis in GH
Zellen ist auf eine vermehrte Aktivitdt proviraler Loci, die nur einen offenen Gag
Leserahmen besitzen, zuriick zu fihren (2.2.2.). HERV-K 108 Partikel der Melanomlinie

scheinen, wie der Immunoblot (2.3.) aus Zellkulturliberstand zeigt, vollstdndig prozessierte
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Env Proteine zu enthalten. Auch weist die Partikelmorphologie im Elektronenmikroskop
(2.3.1.) deutliche Spike-Strukturen auf, wie sie fur Betaretroviren Ublich sind.
Vergleichbare Analysen retroviraler Partikel aus GH Zellen zeigten, dass dort
vergleichsweise wenig Spikes auf der Oberflache auftreten, die gebildeten Partikel
enthalten weniger Env Glykoproteine (Bieda et al., 2001). Dieser Befund ist konsistent mit
den Resultaten der Immunoblotanalysen. Der verminderte Einbau von Env Proteinen in
GH Partikel beruht auf der Expression verschiedener HERV-K Proviren, wahrend die von
der Linie UKRV Mel 2-C9 gebildeten Partikeln den Phénotyp des Provirus HERV-K 108
zeigen, bei dem Gag und Env in gleichem Umfang translatiert werden.

In mehreren Keimzelltumorlinien konnte die Expression von Typ 1 und Typ 2 HERV-K
Proviren gezeigt werden (Lower et al., 1993). Diese Ergebnisse konnten fir die
Keimzelltumorlinien NCCIT und GH im Rahmen der vorliegenden Arbeit bestétigt
werden. Eine Zuordnung der HERV-K Transkripte zu aktiven Loci in den jeweiligen
Zelllinien erfolgte in den meisten vorangegangenen Untersuchungen nicht und wurde im
Rahmen dieser Arbeit erstmals umfangreich durchgefihrt. Einige der HERV-K HML-2
Proviren zeigen Basenunterschiede in der Sequenz der zur Amplifikation eingesetzten env-
Primer. Die von einer Mutation betroffenen Proviren wéaren daher in der PCR
moglicherweise nicht ausreichend vervielféaltigt und somit nicht bertcksichtigt worden.
Alle HERV-K HML-2 Proviren mit einem intakten ORF flir Gag Proteine zeigen keinerlei
Basenunterschiede in der Sequenz der verwendeten gag-Primer und sollten daher
vollstandig in der Analyse enthalten sein.

Die Untersuchung der partikuldr verpackten RNA-Genome (2.3.2.) aus UKRV Mel 2-C9
ergab, dass neben HERV-K 108 zu einem sehr geringen Anteil auch Provirus HERV-
K 101 transkribiert wird. Da zur Analyse der partikuldar verpackten Genome
vergleichsweise deutlich mehr Klone analysiert wurden als zur Identifikation reaktivierter
Proviren in der Analyse von zytoplasmatischer Poly-(A)plus RNA, sind schwache Signale
transkriptionel wenig aktiver HERV-K Proviren nicht aus zu schlielen. Da aber eine so
geringe Aktivitat kaum Einfluss nehmen wird auf die Gesamtheit der gebildeten HERV-K
Proteine, kdnnen solch geringe Transkriptionsniveaus vernachldssigt werden. Selektives
Verpacken der retroviralen RNA wird vermittelt durch Interaktion spezifischer viraler
RNA-Segmente des viralen Genoms (Verpackungssignal, y-Motiv), mit Bereichen des
Nukleokapsids wahrend der Aggregation der Gag Polyproteine. Das Verpackungssignal
der HML-2 Familie ist noch nicht bekannt, scheint aber im Provirus 108 funktional zu sein.
Die von der Linie GH produzierten Partikel enthalten hauptséchlich (64 %) RNA-Genome
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des Provirus 102 neben Genomen des Provirus 108 (33 %). VVon der Teratokarzinomlinie
Tera 1 produzierte Partikel enthalten ebenfalls hauptsédchlich RNA-Genome von HERV-
K 102 (Ruprecht et al., 2008). Dieses Provirus hat offensichtlich auch ein funktionales
Verpackungssignal. In all diesen Analysen ist nicht aus zu schlieBen, dass die viralen
Partikel im Zuge der Aufreinigung mit Ribosomen und anderen Mikrovesikeln
verunreinigt wurden. Daher kénnten auch Membranfragmente mit viralen Bestandteilen,
die nicht aus vollstdndigen Partikeln stammen, zu einem geringen Anteil in die Analyse
eingegangen sein.

Nach den Informationen der NCBI-Datenbank weist das HERV-K Provirus 108 offene
Leserahmen fur alle retroviralen Proteine auf und zeigt lediglich eine Mutation im
konservierten YXDD-Motiv der Reversen Transkriptase, welche die enzymatische
Aktivitat des Enzyms verhindert (Barbulescu et al., 1999; Mayer et al., 1999; Tonjes et al.,
1999). In einigen Individuen konnte jedoch eine intakte Reverse Transkriptase-Doméne fur
das Provirus identifiziert werden (Reus et al., 2001).

Die Untersuchung der Reversen Transkriptase-Doméane von HERV-K 108 in der Linie
UKRV Mel 2-C9  ergab, dass im Vergleich zum Datenbankeintrag keine
Sequenzveranderung vorliegt. Das aktive Zentrum des Enzyms ist inaktiv. Dagegen weist
das in sehr geringe Mengen transkribierte Provirus HERV-K 101 ein intaktes YXDD-
Motiv auf. Die Expression in der betreffenden Melanomlinie fiihrt wahrscheinlich nicht zur
Produktion ausreichender Mengen an funktionaler Reverser Transkriptase um eine
Infektiositat vermitteln zu kénnen. Mit einem Enzymaktivitétstest soll diese Fragestellung
zukunftig abgeklart werden.

HERV-K 108 liegt im Wirtsorganismus gewohnlich als Dublette zweier aufeinander
folgender Proviren in gleicher Orientierung mit einer gemeinsamen LTR in der Mitte vor
(Reus et al., 2001). Das Provirus kann allerdings auch als vollstandiges Einzelintegrat
vorkommen (Macfarlane und Simmonds, 2004; Mayer et al., 2005). Erste durch PCR
gewonnene Erkenntnisse (Daten nicht gezeigt) legen nahe, dass aus den Linien
UKRYV Mel 2-C9 und GH die Amplifikation eines Produktes von env nach gag méglich ist.
Das entstehende Produkt weist die fiir ein Tandemintegrat mit einer zentralen LTR
erwartetet Grofle auf. Es muss allerdings in weiterfilhrenden Untersuchungen festgestellt
werden, ob diese Signale wirklich dem Provirus 108 zuzuordnen sind.

Bis zum jetzigen Zeitpunkt konnten in vivo keine infektiosen HERV-K Partikel
identifiziert werden. Alle von Teratokarzinom- und Melanomlinien produzierten HML-2
Viruspartikel scheinen Defekte auf zu weisen (LOwer et al., 1984; Lower et al., 1996;
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Bieda et al., 2001; Boller et al., 2008). Es gibt verschiedene Erklarungsmdglichkeiten fur
den Verlust der viralen Eigenschaften. Uber die Maglichkeit eines Defekts im
Polymerasegen wurde bereits weiter oben diskutiert. Dass HERV-K 108 fiir ein intaktes
Env kodiert, wurde von der Heidmann Gruppe gezeigt. Das Env Protein war in der Lage,
lentivirale Vektoren zu pseudotypisieren (Dewannieux et al., 2005). Die fehlende
Infektiositat der UKRV Mel 2-C9 Partikel wird daher wahrscheinlich nicht durch einen
Defekt im Env Protein bedingt.

GH Partikel konnten auf Grund eines Defektes in der Prozessierung von Env oder
ausgelost durch Mutationen im Bereich von Gag weniger Glykoproteine enthalten. Fir
HIV konnte bereits gezeigt werden, dass Mutationen im Matrixprotein den Einbau von Env
Proteinen in die viralen Partikel behindern koénnen (Yu et al., 1992). Auch die
Zusammenlagerung von intakten und defekten Gag Proteinen kdnnte ein Grund fur die
fehlende Infektiositat sein. Der Einbau eines geringen Anteils nicht funktionaler Gag-
Proteine flhrt in HI-Viren zur Bildung von nicht infektidsen viralen Partikeln (Zybarth et
al., 1994). Veranderungen im Bereich von Gag kdnnen sich auch auf die Morphologie der
viralen Partikel auswirken. Gag Proteine von C-Typ Retroviren wie moloney murine
leukemia virus (MoMuLV) assemblieren und knospen an der Plasmamembran der
Wirtszelle. Bei B und D-Typ Viren wie mason pfitzner monkey virus (MPMV) und mouse
mammary tumor virus (MMTYV) assemblieren die Gag Polyproteine bereits im Zytoplasma
zu Kapsiden und werden dann zur Zellmembran transportiert, von der sie sich abschniren.
Es konnte gezeigt werden, dass fir die Assemblierung im Zytoplama ein 18 Aminosauren
umfassendes Sequenzmotiv verantwortlich ist, das in MPMV und MMTYV konserviert ist
(Choi et al., 1999). Eine Mutation von Arg55 im Bereich der Matrix von MPMV fihrt zu
einem verdnderten Buddingverhalten. Die Partikel bilden nicht langer Corestrukturen im
Zytoplasma, sondern assemblieren erst an der Plasmamembran. HERV-K zeigt auf Grund
seiner genomischen Organisation deutliche Parallelen zu D-Typ Viren und wird heute wie
MMTYV als Betaretrovirus klassifiziert. Es ware daher zu erwarten, dass bei HERV-K
bereits im Zytoplasma der Zelle eine Zusammenlagerung der Gag Polyproteine stattfindet.
Dieser Phénotyp konnte jedoch bisher nicht beobachtet werden. Es ist denkbar, dass
HERV-K die Fahigkeit zur Ausbildung von Corestrukturen im Zytoplasma durch die
Akkumulation von Mutationen im Verlauf der Zeit verloren hat. Offensichtlich ist das
Abschnuren der Partikel von der Zellmembran der Wirtszelle verzdgert, besonders deutlich
wird dies in elektronenmikroskopischen Schnitten von GH Zellen (Bieda et al., 2001).
Zudem enthalten die viralen Partikel selten volistandig kollabierte Corestrukturen. Ebenso
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besitzen nur sehr wenige der von der Linie UKRV Mel 2-C9 produzierten Partikel eine
ausgereifte vollstandig kollabierte Corestruktur.

Die Freisetzung viraler Partikel aus der Wirtszelle ist oft abhangig von bestimmten
Aminosauremotiven im Bereich von Gag. Fir MPMV konnte gezeigt werden, dass die
Aminosauresequenz PPPY essentiell flr die Freisetzung der Partikel ist (Yasuda und
Hunter, 1998). Dieses Motiv liegt konserviert in gag-Genen einer Reihe von Retroviren
vor. Wird dieses Motiv durch Mutationen verandert, konnen die viralen Partikel sich nicht
korrekt von der Zelle losen. Neben dem PPPY-Motiv kann auch ein PTAP-Motiv
involviert sein zur korrekten Freisetzung viraler Partikel. HTLV-1 kodiert neben einem
PPPY-Motiv im C-terminalen Bereich auch fur ein PTAP Motiv im Bereich des
Matrixproteins. Beide Motive vermitteln in die Abschnurung der Partikel von der
Zellmembran (Wang et al., 2004). HERV-K besitzt kein PPPY-Motiv im Bereich des gag-
Gens. Weder die in dieser Arbeit als aktiv identifizierten Proviren, noch das reaktivierte
HERV-K Phonix (Dewannieux et al., 2006) hat eine solche Aminosduresequenz. Ein
PTAP-Motiv ist allerdings bei HERV-K vorhanden. Eventuell haben hier
Mutationsereignisse zu einem Verlust des PPPY-Motivs gefuhrt, wodurch die Freisetzung
der viralen HERV-K Partikel zwar nicht komplett unterbunden aber doch stark verzégert
werden kénnte. Das HERV-K Phdnixkonstrukt produziert auch nur sehr geringe Virustiter.
Interessant ist zudem die Fragestellung warum der provirale Lokus HERV-K 108 in fast
jeder Zelle des Subklons UKRV Mel 2-C9 aktiv ist, wéhrend in der parentalen Zelllinie
UKRYV Mel 2 nur in funf Prozent der Zellen HERV-K Expression auftritt. Bisher ist nicht
untersucht worden, ob die Aktivitat in diesem geringen Anteil der Zellpopulation ebenfalls
von HERV-K 108 bedingt wird. Worin der Unterschied zwischen Ausgangslinie und
Subklon liegt, muss in weiten Analysen geklart werden. Entweder exprimiert die
subklonale Linie einen Faktor der sich positiv auf die Expression von HERV-K 108
auswirkt, oder ein reprimierender Faktor, ist nicht mehr vorhanden oder in seiner
Expression herabgesetzt. Diese Fragestellung konnte durch vergleichende MikroArray-
Analysen zwischen parentaler Linie und Subklon beantwortet werden. Dabei sind vor
allem Unterschiede in der Expression von Transkriptionsfaktoren und Signalmolekilen
interessant.

Des Weiteren mussen epigenetische Unterschiede analysiert werden, die Einfluss auf die
Aktivitat des proviralen Lokus nehmen konnten. Uber die Regulation der Transkription
von HERV-K ist bisher wenig bekannt. Um erste Erkenntnisse bezliglich der proviralen
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Transkriptionssteuerung in Melanomen zu erhalten, wurden die LTR Bereiche in der

subklonalen Linie im Vergleich zu Keimzelltumorlinien analysiert.

3.2. Transkriptionsregulation von HERV-K in Melanomen im Vergleich zu

Teratokarzinomen

Die LTR des in Keimzelltumoren und Melanomen aktiven Provirus HERV-K 108 weist
deutliche Ahnlichkeit zu den LTRs der in Keimzelltumoren reaktivierten Proviren (HERV-
K 107, HERV-K 106, HERV-K 33, HERV-K 101, HERV-K 102, HERV-KII) auf.
Stammbaumanalysen ~ der  LTRs  aktiver  Proviren  zeigen  eine  nahe
Verwandtschaftsbeziehung und unterscheiden sich deutlich von der im Luziferaseassay
inaktiven LTR 21 (HERV-K 18). In Analysen zur HERV-K Expression konnte weder aus
Keimzelltumoren noch aus Melanomen ein Transkript des Provirus HERV-K 18 detektiert
werden. Es ist davon auszugehen, dass der Promotor auf Grund der Mutationen in vivo
keine Aktivitat in den untersuchten Linien zeigt. Akkumulationen von Punktmutationen
kdnnen zu transkriptioneller Inaktivitat der proviralen Promotoren fiihren. Die aktiven
LTRs unterscheiden sich von der inaktiven HERV-K 18 LTR durch Punktmutationen, die
in bestimmten Bereichen als Cluster auftreten (Aligment 2.5.).

Ob einige dieser Mutationen moglicherweise eine Rolle bei der Initiation der basalen
HERV-K Transkription spielen kdnnten, wurde in dieser Arbeit untersucht und wird weiter
unten diskutiert. Die ldentifikation von Transkriptionsstart und Transkriptionsende mittels
5" und 3’RACE ergab, dass die Strukturbereiche der HERV-K LTR in der untersuchten
Melanomlinie  UKRV Mel 2-C9  gleichermaBen  definiert sind wie in der
Keimzelltumorlinie GH.

Die HERV-K LTR besteht aus einem vergleichsweise sehr groRen U3-Bereich (Abb.: 17).
Der Export der Volllangen und unvollstandig gespleiliten viralen Transkripte wird durch
die Bindung viraler RNA-Adaptor-Proteine an charakteristische Bereiche der mRNA
reguliert. Wie in vivo Funktionsanalysen gezeigt haben, benétigt das HERV-K Rec Protein
zur Bindung an das Rec responsive element (RCRE) der viralen Transkripte, einen weitaus
groReren Sequenzbereich als andere Export Adaptoren (Magin-Lachmann et al., 2001).
Zur Bindung benétigen die Proteine Rev und Rex lediglich zwanzig bis drei3ig Nukleotide
(Malim et al, 1990; Gréne et al., 1994). Rec benétigt zur Bindung an das RcRE
zweihundertzehn Nukleotide. Dieser grof3e Sequenzabschnitt ist im U3-Bereich der

proviralen LTR lokalisiert.
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Der U3-Bereich enthdlt am 5’-Ende aullerdem eine Enhancersequenz mit der
Bindungsstelle fur den Transkriptionsfaktor YY1 (KnoRl et al., 1999). Aus weiteren
Analysen (M. Kraft, 2004) ist bekannt, dass Deletionen oder Mutationen im 5’-Bereich der
U3-Region (nt1 - nt 236) die transkriptionelle Aktivitat der LTR im Luziferaseassay
negativ beeinflussen kdnnen. Zu einem deutlichen Abfall der Promotoraktivitét fiihrt neben
der Deletion auch die Substitution dieses Bereichs durch Sequenzen der inaktiven LTR 21,
die grofle Homologie zur LTR des Provirus HERV-K 18 aufweist. Dieser Bereich kdnnte
Bindestellen fur weitere regulatorische Transkriptionsfaktoren tragen. Auch Substitutionen
des Bereichs nt 238 — nt 580 durch LTR 21-Sequenzen zeigen einen Aktivitatsverlust von
25 % (M. Kraft, 2004).

Die R-Region wird durch den Transkriptionsstart in der 5’LTR und die Poly-(A)-Stelle in
der 3’LTR begrenzt. Da die 5° und 3’ LTR identisch sind und gleichermal3en Motive zur
Transkriptionsinitiation und Termination enthalten, muss sichergestellt werden, dass die
Transkription in der 5 LTR initiiert und in der 3° LTR terminiert wird. Im Falle von
HERV-K ist das Poly-A-Signal (AAUAAA) an der gleichen Stelle in der LTR lokalisiert
wie der Transkriptionsstart. In vielen Retroviren wie beispielsweise MMTV, HTLV und
ALV ist das Poly-A-Signal stromaufwérts vom Transkriptionsstart lokalisiert. Die
Transkripte enthalten daher nur das Polyadenylierungssignal der 3° LTR. Liegt jedoch das
Poly-A-Signal stromabwaérts des Transkriptionsstarts, konnen die Transkripte auf Grund
des 5’ oder 3’ Poly-A-Signals terminiert werden. Bei HIV, MMTV, MLV und HERV-K
sind daher Regulationsmechanismen notwendig, die eine vorzeitige Polyadenylierung
verhindern. Diese Regulation kdnnte iber Konformationsdnderungen des DNA-Strangs bei
der Transkriptionsinitiation verursacht werden, die ein Uberlesen des Poly-A-Signals
verursachen oder das Entkoppeln der Polymerase vom entstehenden RNA-Strang
unterbinden, damit die Transkription fortgesetzt wird.

Durch Promotorinterferenz agiert die 3° LTR meist nicht als funktionaler Promotor. Wird
allerdings dieser Regulationsmechanismus auRer Kraft gesetzt, so kann auch eine
Transkriptionsinitiation in der 3’LTR erfolgen (Cullen et al.,, 1984). Das in der
Melanomlinie Gberwiegend aktive HERV-K Provirus 108 weist an der Stelle des Poly-A-
Signals einen Basenunterschied zwischen 5” und 3* LTR auf.

S7LTR: AGTAAAT
37LTR: AATAAAT

Abbildung 28: Vergleich der Poly-(A)-Signale in der 3’ und 5’ LTR von HERV-K 108
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Durch das Guanin an zweiter Position des Motivs in der 5’LTR wird das Poly-A-Signal in
seiner Effektivitat drastisch reduziert. Es wird spekuliert, dass auch die flankierenden
DNA-Bereiche Einfluss auf die spezifische Funktionalitit der 5 und 3’ LTR haben. Diese
Auswirkungen kdnnten auf Grund von spezifischen Sequenzmotiven, Chromatinstrukturen
oder durch die Bindung von Transkriptionsfaktoren vermittelt werden (Guntaka, 1993).
Der U5-Bereich konnte ebenso wie der U3-Bereich eine Vielzahl putativ wichtiger
Transkriptionsfaktorbindestellen enthalten. Es ist bereits bekannt, dass der U5-Bereich der
HERV-K LTR regulatorische Bereiche enthalt. Deletiert man die letzten 60 Basenpaare,
resultiert dies in einem deutlichen Anstieg der Promotoraktivitdt (Domansky et al., 2000;
M. Kraft, 2004). Solche in U5 lokalisierten Repressoren sind auch fiir das primaten foamy
virus (PFV) (Yang et al., 1997) und HTLV (Okumura et al., 1996) bekannt.

Die Transkriptionsinitiation und Termination (Abb.: 17) erfolgen in der untersuchten
Melanomlinie undefinierter als in der Keimzelltumorlinie GH. Dies konnte auf
Unterschiede in der Zusammensetzung des Transkriptionsinitiationskomplexes deuten. Die
Existenz multipler Transkriptionsstartpunkte, wie fur die HERV-K Transkripte in der
Melanomlinie UKRV Mel 2-C9 festgestellt, ist meist ein Verweis darauf, dass die
Initiation auf Grund des Fehlens eindeutiger Kernpromotorelemente unprazise ablduft
(Weis und Reinberg, 1992; Geng und Johnson, 1993).

Tabelle 4: Anwesenheit und Lokalisation typischer eukaryotischer Core-Promotor-Elemente in der
HERV-K-LTR. Aufgefiihrt sind jeweils die Konsensusmotive der sieben fiir Eukaryoten bekannten Core-
Promotor-Elemente TATA-Box, Initiatorelement (Inr), downstream promotor element (DPE), motif ten
element (MTE), downstream core element (DCE), upstream und downstream TFIIB-recognition element
(BRE"BRE®) und bei Anwesenheit die Lokalisation in der HERV-K LTR.

Core- Konsensusmotiv Lokalisation
Promotor- [nt]
Element
TATA-Box TATA(A/T)A(AIT)(A/G) 531-537
Inr Py, Py, AL N, T, Py, Py 791-798
DPE (AJG)G(AIT)CGTG -
MTE C(G/C)A(AIG)C(GIC)(GIC)AACG(G/C) -
DCE CTTC, CTGT, AGC -
BRE" (GIC)(GIC)(G/IA)CGCC -
BRE® (GIA)T(TIGIA)(TIG)(GIT)(TIG)(TIG) -

Die HERV-K LTR enthélt verschiedene Sequenzmotive, die eine Transkriptionsinitiation
vermitteln kénnten. Welche dieser Core-Promotor-Elemente zum Tragen kommen, kann
abhéngig vom Typ und Differenzierungsgrad des Gewebes sein. Der U3-Bereich weist ein
TATA-Box-Motiv auf (nt 531 — 537). Ein Inr (nt 791 - 798) ist in der R-Region lokalisiert

67



Diskussion

(Tabelle 4). Durch die Bestimmung des Transkriptionsstarts bei nt792 und unter
Berlicksichtigung der typischen Abstande mdglicher Promotorsequenzmotive zum
Startpunkt der Transkription lassen sich erste Ruckschlisse auf die tatsachlich genutzten
Core-Elemente ziehen. Die im U3-Bereich enthaltene TATA-Box liegt zu weit vom
Transkriptionsstart entfernt, als dass sie zur Initiation der basalen HERV-K Transkription
genutzt werden konnte. Mit Hilfe eines Promotorkonstrukts, das statt der TATA-Box eine
Thymidinabfolge enthielt, konnte gezeigt werden, dass in der Melanomlinie UKRV Mel 2-
C9 ebenso wie in der Keimzelltumorlinie GH bei Veranderung des Motivs kein
Aktivitatsverlust des Promotors auftritt. Die Initiation der Transkription erfolgt tber eine
TATA-Box unabhéngige Regulation. In anderen Geweben oder bestimmten
Differenzierungszustdanden konnte alternativ durchaus eine TATA vermittelte
Transkriptionsinitiation stattfinden. Fur MMTV konnte in der U3-Region ein alternativer
Promotor identifiziert werden, der lediglich in B-Zellen zur Transkriptionsinitiation
benutzt wird (Gunzburg et al., 1993).

Das Inr im R-Bereich der proviralen LTR zeigt eine typische Lokalisation direkt am
Transkriptionsstart und ist damit ein vielversprechender Kandidat. Ein Inr-Element kann in
Analogie zur TATA-Box eine exakte und effiziente Transkriptionsinitiation dirigieren.
Durch den Befund alternativer Transkriptionsinitiationsstellen bleibt allerdings fraglich, ob
lediglich das Inr fir die Transkriptionsinitiation verantwortlich ist oder ob synergistisch
mehrere Motive zur Rekrutierung des Prdinitiationskomplexes genutzt werden. Hier
konnten auch Bindestellen fiir gewebsspezifische Transkriptionsfaktoren wichtigen
Einfluss nehmen. Um zu bestatigen, dass das Initiatorelement die Initiation der
Transkription an der HERV-K LTR vermittelt, sind Luziferasestudien mit
Mutationskonstrukten durch zu fihren. Fir die anderen in der Tabelle aufgefiihrten Core-
Promotor-Elemente gibt es in der HERV-K LTR keine Sequenzentsprechung.

Es konnten zusétzliche regulatorische Motive eine Rolle bei der Transkriptionsinitiation
spielen. Eine CAAT-Box ist ein hdufiges Element in eukaryotischen Promotoren und in
TATA-losen Promotoren meist in reverser Orientierung etwa 41 bis 80 Nukleotide
stromaufwarts des Startpunkt der Transkription zu finden (Mantovani, 1998). Die HERV-
K LTR weist eine solche CAAT-Box in passendem Abstand an der Positionen nt 739 bis
nt 743 auf. Es gibt mehrere Proteine, die an die CAAT-Konsensussequenz binden kénnen.
Potenzielle Bindepartner sind CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), CCAAT
transcription factor/nuclear factor-I (CTF/NF-1), CCAAT displacement protein (CDP)
und NF-Y (alternative Namen: CBF oder CP1) (Alonso et al., 1996; Mantovani, 1998).
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NF-Y ist ein ubiquitér exprimiertes Proteinheteromer aus drei Untereinheiten (NF-YA,
NF-YB, NF-YC). Alle Untereinheiten werden flr die DNA-Bindung benétigt (Sinha et al.,
1995). Durch EMSA-Analysen und Chromatinimmunoprazipitation kann eine Interaktion
einer dieser Faktoren mit dem putativen Bindemotiv der LTR untersucht werden. Durch
Luziferaseassays mit Mutationen des Bindemotivs und durch siRNA-Knockdown einzelner
Proteinkomponenten kénnen Hinweise auf die Bedeutung dieser Transkriptionsfaktoren fur
die Steuerung der HERV-K Expression gewonnen werden.

Bei Genen, deren Promotor keine TATA-Box aufweist, kann eine Sp1, Sp3 Bindungsstelle
die kritische Determinante zur transkriptionellen Aktivierung darstellen und durch
Interaktion der SP-Proteine mit TFIID den Transkriptionsstartpunkt positionieren (Pugh
und Tjian, 1990; Smale et al., 1990; Pugh und Tjian, 1991; Lu et al., 1994; Emami et al.,
1995; Kdrner et al., 1997; Saluja et al., 1998). Die Eigenschaften der Sp-Proteine werden
durch die Anwesenheit weiterer Transkriptionsfaktoren zusatzlich beeinflusst.

In der HERV-K LTR wurden durch in silico Analysen (2.5.1.) zwei putative Sp 1, Sp 3
Bindestellen in unmittelbarer N&he zum prominenten Transkriptionsstart identifiziert. GC-
Box1 weist Unterschiede zwischen der aktiven und der inaktiven LTR auf, die in der
inaktiven LTR 21 zu einem Verlust des typischen Spl, Sp3 Bindemotivs fiihren. Die
zweite GC-Box schliel3t sich nach einem Spacer von vier Basenpaaren an. Hier gibt es
keine Sequenzunterschiede zwischen aktiver und inaktiver LTR. GC-Box1 scheint zur
erfolgreichen Transkriptionsinitiation unabdingbar zu sein.

Erste Hinweise lieferten Knockdown Experimente mit siRNA (2.5.1.4.). Diese haben
gezeigt, dass Spl und Sp3 die HERV-K Transkription beeinflussen. Spl regulierte
Promotoren weisen haufig multiple Bindungsstellen fiir den Transkriptionsfaktor auf,
wobei die wichtigste Stelle diejenige ist, welche 40 bis 70 Nukleotide 5° vom
Trankriptionsstartpunkt lokalisiert ist (Kadonaga et al., 1986). In diesem Abstand zum
Transkriptionsstart befindet sich die oben beschriebene GC-Box1. Das GC-Box1 ein zur
Transkriptionsinitiataion entscheidendes Bindemotiv ist, konnte durch die Substitution der
GC-Box1-Sequenz in der pcK30 LTR, durch die Sequenz der LTR 21 im Luziferaseassay
(2.5.1.3.) gezeigt werden. Die verdnderte LTR zeigte im betreffenden Assay einen
deutlichen Aktivitatsabfall. Sp1 und Sp3 binden als Transkriptionsfaktoren an die HERV-
K LTR in unmittelbarer Ndhe zum Initiatorelement wie durch EMSA (2.5.1.2.) und
Chromatinimmunoprézipitation (2.5.1.5.) nachgewiesen werden konnte. Die spezifischen
Shift-Signale im EMSA konnten nur durch eine nicht radioaktiv markierte Sonde, die das
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GC-Motiv der aktiven pcK30 LTR enthielt, nicht aber durch eine Sonde, die das LTR 21
GC-Box1 Motiv besitzt, kompetitiert werden.

Offensichtlich kann die GC-Boxl1 zusammen mit dem Inr den basalen
Transkriptionsinitiationskomplex rekrutieren und somit den Transkriptionsstart der HERV-
K LTR festlegen. Wie bereits erwahnt soll die Rolle des Initiatorelementes in folgenden
Experimenten durch den Einsatz von Mutationskonstrukten genauer untersucht werden.
Die Mutation des GC-Boxl Motivs fihrte zu einer deutlichen Reduktion der
Promotoraktivitat jedoch nicht zu einem totalen Verlust der transkriptionellen Aktivitéat.
Wenn Inr und GC-Box1 synergistisch wirken, sollte die Mutation beider Motive zu einem
vollstdndigen Funktionsverlust des Promotors im Luziferaseassay fiihren.

Die Beteiligung der Sp-Proteine an der Initiation der Transkription konnte der Grund fir
die diffusen Transkriptionsstartpunkte in der Linie UKRV Mel 2-C9 sein. Da jedoch in GH
Zellen bei Vorhandensein der gleichen Konsensusmotive eine genauere Initiation der
Transkription erméglicht wird, missen zudem unterschiedliche Modifikationen der Sp-
Proteine eine Rolle spielen, ebenso wie die Ausstattung der Zelle mit weiteren
Transkriptionsfaktoren, die zur Interaktion mit den Sp-Proteinen zur Verfligung stehen.
Die leicht unterschiedlichen Shift-Banden im EMSA kodnnten auf das Vorhandensein
unterschiedlicher Proteine in den hochmolekularen Multiprotein-Shift-Komplex von GH
und UKRV Mel2-C9 deuten. Beispiele fir eine  Sp-Protein  vermittelte
Transkriptionsinitiation finden sich zum Beispiel im Gen der Pyruvatkinase der
Retikulozyten. Hier reguliert Spl synergistisch mit Mitgliedern der GATA-Familie die
Genexpression (Gregory et al., 1996). Fir GATA konnten auch im HERV-K Promotor
Konsensusstellen nachgewiesen werden. Die Expression des Gens der humanen DNA
Polymerase o (Lin et al., 1996) wird durch Kooperation der Sp-Proteine mit E2F reguliert.
An vielen Promotoren wirkt Sp1 als leistungsfahiger Aktivator, wahrend Sp3 inaktivierend
oder nur leicht stimulierend wirkt. Den beiden kurzen Isoformen von Sp3 fehlt die
Transaktivierungsdoméne A (Abb.: 6), diese Isoformen konnten fiir eine reprimierende
Wirkung von Sp3 verantwortlich sein. In den Immunoblotanalysen konnten die drei
Isoformen von Sp3 in allen untersuchten Zelllinien detektiert werden. Das Verhaltnis von
Spl zu Sp3 und seinen Isoformen kdnnte sich ebenfalls auf die Regulation des HERV-K
Promotors auswirken. Eine quantitative Analyse der jeweilig exprimierten Proteine ist
daher ratsam.

Zudem konnte gezeigt werden, dass Sp3 post-translational am Lysin551 in der
inhibitorischen Doméne sumoyliert werden kann und nach der Modifikation als
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transkriptioneller Repressor fungiert (Sapetschnig et al.,, 2002, Ross et al., 2002;
Sapetschnig et al., 2004). Viele durch post-translationale Modifikationen ausgeltste
Auswirkungen auf die Funktionsweise der Sp-Proteine sind noch unaufgekléart.
Modifizierte Sp-Proteine kdnnen mit jeweils anderen Transkriptionsfaktoren interagieren
und auf diese Weise zusatzliche regulatorische Eigenschaften austiben. Um tiefere
Einblicke in das komplexe regulative Netz der Sp1 und Sp3-Proteine an der HERV-K LTR
zu erhalten, ist der Einsatz modifikationsspezifischer Antikorper und gezielter
Mutationskonstrukte notwendig. Sp-Proteine sind zudem in der Lage die Transkription aus
grolRer Distanz zum Startpunkt mittels Protein/Protein-Interaktionen und DNA-Faltung zu
verstarken. Durch diese Veranderung in der DNA-Struktur koénnen distal gelegene
Aktivatoren in die Nahe des basalen Transkriptionskomplexes gelangen (Fry und Farnham,
1999). In zukiunftigen Untersuchungen sollen daher weitere putative Spl und Sp3
Bindestellen in anderen Bereichen der HERV-K LTR bertiicksichtigt werden.

Neben der Ausstattung der Zelle mit allen erforderlichen Transkriptionsfaktoren muf3 zur
erfolgreichen Transkriptionsinitiation auch das Chromatin am proviralen Lokus die
Transkription erlauben. Daher ist die Frage zu klaren ob in der parentalen
Melanomzelllinie UKRV Mel 2 der Lokus 108 durch epigenetische Mechanismen
inaktiviert vorliegt. Sollte der Lokus epigentisch offen sein, ist die transkriptionelle
Aktivitat des Subklons UKRV Mel 2-C9 eindeutig auf Unterschiede in der Ausstattung der
Zelle mit Transkriptionsfaktoren zurtick zu fiihren. Fir HERV-K konnte gezeigt werden,
dass auch epigentisch offene Proviren nicht zwangslaufig transkriptionel aktiv sind (Lavie
et al., 2005).

Bei sogenannten housekeeping-Genen, die standig transkribiert werden, findet haufig keine
Methylierung der CpG-Dinukleotide in der Promotorsequenz statt (Bird, 1986; Gardiner-
Garden und Frommer, 1987; Larsen et al., 1992). Der Einfluss der Promotor-Methylierung
auf die Transkription konnte beispielsweise in einem episomalen System, basierend auf
dem Epstein Barr Virus (EBV), gezeigt werden. Hier ist die Methylierung eines einzigen
bestimmten CpG-Dinukleotids fir die Inaktivierung des Promotors verantwortlich
(Robertson et al., 1995). Wenn 7% der CpG-Dinukleotide des Promotors methyliert sind,
kommt es im EBV ebenfalls zu einer transkriptionellen Repression (Hsieh, 1994). Auch
die Methylierung einzelner CpG-Dinukleotide der Thymidin-Kinase beim Herpes Simplex
Virus-1 (HSV) fuhrt zur Herunterregulation der Promotoraktivitét in vivo (Ben-Hattar und
Jiricny, 1988). Die Methylierung von CpG-Dinukleotiden kann ebenfalls Einfluss auf die
Bindungseigenschaften des Transkriptionsapparates an der Doppelhelix und die
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Bindungseigenschaften der Proteine, welche die Chromatinstruktur beeinflussen, nehmen
(Nan et al., 1997; Kass et al., 1997). 5-Methylcytosine haben zwar keinen Einfluss auf die
Basenpaarung, beeintréchtigen aber die Protein/DNA Interaktion, da sie in die grofle
Furche der Doppelhelix reichen. Auf diese Weise konnten sie die Bindung eines die
Transkription stimulierenden Faktors beeintrachtigen (Razin und Riggs, 1980).

Einige Promotoren bendtigen beispielsweise fir die Transkription ganz bestimmte
Faktoren, wie E2F, CREB und USF, die an methylierte CpG-Dinukleotide nicht gut binden
konnen, und dadurch wird die Transkription inhibiert (Kovesdi et al., 1987; Watt und
Molloy, 1988; Faisst und Meyer, 1992; Nevins, 1992; Campanero et al., 2000).
Andererseits gibt es Faktoren, wie Spl, CTF und TCR-ATF, bei denen die Bindung durch
Methylierung nicht beeinflusst wird (Harrington et al., 1988; Holler et al., 1988; Ben-
Hattar et al., 1989). Die sonst im Luziferaseassay aktive HERV-K LTR pcK30 zeigt nach
Methylierung aller CpG-Dinukleotide nahezu keine Promotoraktivitat (M. Kraft, 2004).
Die bisher als Bindungspartner der HERV-K LTR identifizierten Proteine Spl und YY1
sind in ihren Bindungseigenschaften methylierungsinsensitiv. Die Reduktion der Aktivitat
bei Verwendung des methylierten Konstruktes im Luziferaseassay muss daher auf andere
Effekte zuriick zu flhren sein. Bei der transkriptionellen Repression kommt es durch einen
sequenzunabhéangigen Prozess zu einer Anderung der Chromatinstruktur und des
Acetylierungsgrades der Histone (Kass et al., 1997; Bestor, 1998). Der Promotor rekrutiert
nicht ausreichend Transkriptionsfaktoren, und in Folge dessen kénnen an das aufgelockerte
Heterochromatin Methyl-Cytosin-bindende Proteine unter Rekrutierung eines Ko-
Repressor-Komplexes, der auch Histonacetylasen enthélt, gebunden werden (Wade et al.,
1999; Ng et al., 1999; Nan et al., 1998; Jones et al., 1998). Dies kdnnte die Bindung von
Spl und Sp3 beeinflussen. Nach Deacetylierung der Histone kann es zu einer Verdichtung
des Heterochromatins und zum fast vollstdndigen Erliegen der Transkriptionsaktivitat
kommen (Jones und Laird, 1999).

Die Methyl-Cytosin-bindenden Proteine spielen eine entscheidende Rolle zwischen
Methylierung und dem sogenannten transkriptionellen Silencing. MeCP2 wurde als erstes
Mitglied dieser Genfamilie kloniert und charakterisiert (Henderich und Bird, 1998). Durch
Trichostatin A, einen Histondeacetylase-Hemmer kann die stabile Repression der
Chromatinstruktur aufgehoben werden. In der HERV-K negativen Linien HCI Mel 19 und
HelLa wird allerdings durch die Trichostatin A Behandlung keine HERV-K Transkription
initiiert. Zur Initiation fehlen wahrscheinlich die erforderlichen Faktoren. Die Beteiligung
von Histonmodifikationen bei der Transkriptionsregulation von HERV-K Promotoren kann
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durch Chromatinimmunoprazipitationen mit modifikationsspezifischen Histon-Antikérpern
untersucht werden. Zu Veranderungen der epigenetischen Signaturen kommt es vor allem
wéhrend der Embryonalentwicklung. Erste Studien an humanen embryonalen
Stammzellen, die unsere Arbeitsgruppe in Zusammenarbeit mit einem Kooperationspartner
in den USA unternommen hat, sowie Ergebnisse aus der Arbeitsgruppe von J. Denner
(C.Buscher, 2006), deuten auf eine vermehrte HERV-K Aktivitdt nur in den
undifferenzierten Zellen. Die HERV-K Expression geht mit zunehmender Differenzierung
zurick. Zu kléren bleibt, ob die Expression von HERV-K in diesen Zellen einen
funktionalen Zweck erfullt oder lediglich ein Nebeneffekt ist.

Zusammenfassend kann ein Modell zur Initiation der basalen HERV-K Transkription in
Melanom- und Keimzelltumorlinien aufgestellt werden (Abb.: 29). Die Transkription
erfolgt unabhdangig von der TATA Box. Die Rekrutierung des transkriptionellen
Préinitiationskomplexes erfolgt an einem Initatorelement (Inr) in Zusammenspiel mit den
Transkriptionsfaktoren SP1 und SP3. Hierbei spielen posttranslationale Modifikationen der
Sp-Proteine (*) sowie das quantitative Verhéltnis von Spl und Sp3 Isoformen und die
Interaktion mit Koaktivatoren oder Korepressoren eine wichtige Rolle. Im 5’-Bereich der
LTR wirkt modellierend der Transkriptionsfaktor YY1 als Enhancer (Kndssel et al., 1999).
Im 3’-Bereich der LTR wirkt ein unbekannter Faktor als Repressor. Ob an der
Promotorsteuerung epigenetische Signaturen sowie weitere, evtl. zelltypspezifische
Transkriptionsfaktoren beteiligt sind, die in Wechselwirkung mit den hier genannten
Faktoren stehen oder mit diesen synergistisch wirken, ist zu vermuten und soll in weiteren

Experimenten aufgeklart werden.

Enhancer Inr
— —

" Transkriptionsstart

| | | |
1nt 100 nt 200 nt 300 nt 400 nt 500 nt 600 nt 700 nt 800 nt 900 nt
L
GC-Box

Abbildung 29: Modell zur Initiation der basalen Transkription an der 5 LTR von HERV-K. Die
Initiation der Transkription erfolgt durch das Initiatorelement (Inr) und an die GC-Box1 gebundene Sp-
Proteine. Dargestellt sind der U3, R und U5-Bereich der HERV-K LTR. Der Transkriptionsstart ist durch +1
gekennzeichnet. Durch * sind mdégliche Proteinmodifikationen dargestellt. Der Pfeil deutet die Mdglichkeiten
zur Interaktion mit weiteren, noch unbekannten Proteinen an. An den Enhancer bindet der
Transkriptionsfaktor YY1.
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4. MATERIAL UND METHODEN

4.1. Allgemeine Materialien und Geréte

Alle molekularbiologischen Arbeiten wurden, soweit nicht anders angegeben nach
Standard-Protokollen durchgefiihrt. Diese Protokolle wurden den Standardwerken
»Molecular Cloning*“ (Sambrook et al., 1998) und ,,Current Protocols in Molecular
Biology*  (Ausubel et al, 1992) entnommen. Umdrehungszahlen  der
Zentrifugationsschritte sind in rpm (rounds per minute) angegeben. Die Zentrifugation
groRerer Volumina (>50 ml) wurde in der Sorvall® RC26 Plus mit dem SLA-1500-Rotor
durchgefuhrt. Volumina zwischen 2 und 50 ml (Greinergeféalie) wurden in der Multifuge
4KR (Heraeus) zentrifugiert. Standard Plastikreaktionsgefae (Eppendorf) mit Volumina
von 15 und 2ml wurden in der Frescol7 (Heraeus) zentrifugiert. Die
Ultrazentrifugationsschritte wurden in einer Optima'™ L-80 XP Ultrazentrifuge in einem
Ti45, SW32 Ti oder SW60 Rotor durchgefthrt.

4.2. Zellbiologische Methoden

4.2.1. Gerate, Medien und Chemikalien

Brutschrank: Heraeus Typ BBD6220

Mikroskop: DM IL (Leica)

Mundschutz: Coldex

Sterilbank: Steril Gard Hood (The Baker Company, inc.; Sanford Maine)
Einfrierampullen: Greiner

Stickstofftonne: BT55/BT40 (L air liquide)

Zellkulturflaschen: 80 cmz, straight neck, Nunclon Flasche (Nalge Nunc

International)

DMEM: Dulbecco’s Minimal Essential Medium; mit 4,59 Glukose
pro Liter (Biochrom KG, Berlin)
RPMI 1640: Biochrom KG, Berlin
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CMRL 19609:

DMSO:
FKS:
L-Glutamin:
Pen/Strep:

PBS:

Trypsin/Versen:
Versen:

1 Liter:1g Glukose; 7,8g NaCl; 0,45KCI, 0,22¢g
MgS0O,*7H,0; 0,08 g NaH,PO, *H,0; 0,2 g NaHPO,; 0,21 g
CaClL*2H,0; 0,022g Phenolrot, 0,001g Folséure,
Amminoséuren in geeigneten Konzentrationen
Dimethylsulfoxid (Sigma)

Fotales Kalberserum (Biowest; South America Origin)

200 mM Biochrom KG, Berlin
Streptomycin 10 mg/ml, Penicillin 10.000 U/ml

(Gibco/Invitrogen)

Phosphat-gepufferte Salzlésung ohne Ca2+, Mg2+ (Biochrom
KG, Berlin)

10 ml 2,5 % Trypsin, 40 ml Versen, 50 ml PBS

159 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 6,5 mM NaZHPO4, 1,5mM

KH2P04, 2,7 mM Versen

4.2.2. Zelllinien und Kulturbedingungen

Tabelle 5: Ubersicht tiber die verwendeten humanen Zelllinien und die jeweiligen Kulturbedingungen.

Zellen Zellart/Herkunft Medium wdchentliche
Teilungsrate
GH Teratokarzinom CMRL 1:2
(Lower et al,. 1984)
2102 EP Teratokarzinom DMEM 1:4
(Andrews et al,. 1980)
NCCIT Teratokarzinom DMEM 1:4
Hela Zervixkarzinom (ATCC) DMEM 1:10
UKRV Mel 2 malignes Melanom RPMI 1:5
HCI Mel 19 malignes Melanom RPMI 1:5
Ma Mel 11 malignes Melanom RPMI 1:5
WM 98.2 malignes Melanom RPMI 1:5
UKRV Mel 14a malignes Melanom RPMI 1:5
Ma Mel 21 malignes Melanom RPMI 1:5
UKRV Mel 2-C9 malignes Melanom, Subklon RPMI 1:5
HelLa HKges HeLa stabil HERV-K transfiziert, DMEM 1:8
Zusatz von Neomycin zur Selektion

Die Medien DMEM 4,5 g/l Glucose, RPMI und CMRL wurden jeweils mit 10 % (v/v)

FKS, 2 mM L-Glutamin, 40 U/ml Penicillin und 40 pg/ml Streptomycin versetzt. Alle

2
verwendeten Linien wurden in der Grundhaltung in 80 cm Kulturflaschen (Nunc) mit
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~20 ml Medium bei 37 °C, 5% CO2 und 80 % Luftfeuchtigkeit kultiviert. Alternierend

wurde pro Woche je einmal das Medium gewechselt und die Zellen im Verhéltnis 1:2 -
1:10 passagiert (Tabelle 5). Zum Passagieren der Zellen wurde das Medium aus den
Kulturflaschen komplett entfernt und die Zellen mit PBS™ gewaschen. Zum Ablésen der
Zellen wurden diese mit 2 ml Trypsin/Versen fir circa funf Minuten bei 37 °C inkubiert
und dann in ca. 20 ml frischem Medium resuspendiert und auf neue Kulturflaschen
aufgeteilt. Zur fraktionierten Proteinaufreinigung (4.7.2.) und Isolation viraler Partikel
(4.9.) aus dem Kulturtiberstand wurden die Zellen in T175-Flaschen (Nunc) ausgebracht.

4.2.3. Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Lagerung von Zellen Uber einen langfristigen Zeitraum erfolgte bei -196 °C in
flussigem Stickstoff. Um Schéden auf Grund von Eiskristallbildung wéhrend des
Einfrierprozesses zu minimieren wurden die Zellen mit Dimethylsulfoxid (DMSO)
versetzt. Die Zellen wurden mechanisch mit einem Zellschaber vom Boden der 80 cm?
Flasche geldst, in 10 ml PBS™ resuspendiert, anschliefend in 10 ml Falcontubes uberfiihrt
und bei ~800 rpm fiir funf Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Pellet in 4 ml Kulturmedium mit 20 % FKS und 10 % DMSO aufgenommen und in 2 ml
KryogefaRe gegeben. Die Kryordhrchen wurden (ber Nacht in einer Styroporbox bei
minus 80 °C gelagert und am ndchsten Tag in einen Kryotank zur Lagerung uberfihrt.
Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryoréhrchen bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut und
die Zellsuspension anschlieRend in vorgewarmtes VVollmedium gegeben.

4.2.4. Bestimmung der Zellvitalitdt und Zellzahl mit Trypanblau

Trypanblau: 0,37 % (Merck) in PBS’
Z&hlkammer: Fuchs Rosenthal

Mit Hilfe von Trypanblau, einem Derivat des Azofarbstoffes Benzopurpurin, wurden
lebende und tote Zellen unterschieden. Das Anion des sauren Farbstoffs bindet
Zellproteine. Es kann durch defekte Zellmembranen toter Zellen in deren Zytosol
eindringen und diese Zellen tiefblau farben. Mit Hilfe der Fuchs Rosenthal Z&ahlkammer
wurde auf diese Weise die Gesamtzellzahl ermittelt und gleichzeitig die Vitalitat Gberprift

bevor die Zellen in den Dualen Luziferaseassay eingesetzt wurden (4.7.5.).
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4.2.5. Mycoplasmentest
Kit: »,PCR Mycoplasma Test Kit“ (AppliChem)

Um eine Kontamination der eukaryotischen Zellkultur mit Mycoplasmen auszuschlieRen
wurden in regelmaRigen Abstdnden Mycoplasmentestungen durchgefiihrt. Neben dem
mikroskopischen Testverfahren durch Anfarben moglicher Mycoplasmen mit Bisbenzimid
(Hoechst), wurde ein ,,PCR Mycoplasma Test Kit“ (AppliChem) nach Angaben der

Gebrauchsanweisung verwendet.

4.2.6. Subklonierung eukaryotischer Zellen

Klonierungsplatte: 384 Loch-Platte (Greiner)
Zellkulturplatten: 24 und 6 Loch —Platte (Nunc)

Die Zellen wurden mit Trypsin vereinzelt und in Kulturmedium verdiinnt, die Verdinnung
wurde so gewahlt, dass statistisch in jedes Loch der Klonierungsplatte eine Zelle gesat
wurde. Nach zwei Tagen Inkubation unter Standardbedingungen wurde das Medium
gewechselt. Die Klone wurden auf 24 Loch- und anschlielend auf 6 Loch-Platten

expandiert.

4.3. Bakterienkultur

4.3.1. Medien und Chemikalien

LB-Medium: Luria-Bertani-Medium
1% Bacto-Trypton, 0,5 % Bacto Hefe-Extrakt, 1 % NaCl,
pH [7,0]; autoklaviert

LB-Amp-Medium: LB-Medium mit 100 pg/ml Ampicillin
LB-Agar-Platten: 1,5 % Bacto-Agar in LB-Medium, pH [7,0]; autoklaviert
LB-Amp-Platten: LB-Agar-Platten mit 100 png/ml Ampicillin

LB-Amp-X-Gal-Platten: LB-Agar-Platten mit 100 ug/ml Ampicillin und
80 pug/ml X-Gal

LB-Kan-Platten: LB-Agar-Platten mit 30 pg/ml Kanamycin
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TSB: 5 % [v/v] Dimethylsulfoxid, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSO.,
10 % [wi/v] PEG 6000 in LB-Medium

5-fach KCM: 500 mM KCl, 150 mM CacCl,, 250 mM MgCl,

Bakterienschuttler: Orbital-Shaker (Thermo)

Photometer: Spectronic 1201 (Milton Roy)

4.3.2. Bakterienstamme

Escherichia coli DH5a Invitrogen

F ®80dlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl
hsdR17(rc’, m¢") phoA supE44 i thi-1 gyrA96 relAl

4.3.3. Anlegen einer Ubernachtkultur

Eingefrorene Bakterien oder Kolonien von einer Klonierungsplatte wurden in 5 ml LB-
Medium mit geeignetem Antibiotikum tber Nacht im Schittelinkubator bei 37 °C und
225 rpm herangezogen. Aus den Ubernachtkulturen wurden die gewiinschten Plasmide
aufgereinigt (4.3.7.).

4.3.4. Erzeugung kompetenter Bakterien

100 ml LB-Medium wurden mit 1 ml einer frischen Ubernachtkultur beimpft. Die
Bakterien wurden bis zu einer optischen Dichte von 05 - 0,7 bei 37°C im
Schittelinkubator herangezogen. Die Bestimmung der optischen Dichte erfolgte bei einer
Wellenlange von 600 nm im Spektralphotometer. Anschlielend wurden die Zellen
funfzehn Minuten bei 3500 rpm und 4 °C abzentrifugiert. Alle folgenden Schritte wurden
im Kuhlraum bei 4 °C mit vorgekihlten Geréten durchgefiihrt. Das Bakterienpellet wurde
in 7ml TSB resuspendiert. Aliquots a 100 ul wurden in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Die Aliquots wurden bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.3.5. Transformation von Bakterien mit rekombinanter DNA

100 pl kompetenter Bakterienzellen wurden auf Eis aufgetaut und mit 80 pl DNA (2-10 ng
Plasmid-DNA oder 10 ul Ligationsansatz) (4.4.3.5.) versetzt. Nach der Zugabe von 20 pl

78



Material und Methoden

5-fach KCM und dem Durchmischen des Ansatzes erfolgte eine zwanzigminitige
Inkubation auf Eis. Anschlieend wurden die Bakterien fur zehn Minuten bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Esbilden sich Poren in der Bakterienwand, durch welche
das Plasmid in das Innere des Bakteriums gelangen kann. Nach Zugabe von 1 ml LB-
Medium ohne Antibiotikum wuchsen die Bakterien eine Stunde bei 37 °C im
Schuttelinkubator. Nach  Ablauf der Inkubationszeit wurden 50-100 ul  der
Bakteriensuspension auf Agarplatten mit geeignetem Selektionszusatz ausgestrichen und
bei 37 °C Uber Nacht inkubiert. AnschlieRend wurden einzelne Kolonien mit einer Impftse

in Medium mit entsprechendem Antibiotikum Gberfuhrt und zur Préparation vermehrt.

4.3.6. Selektionsprinzip

LB-Amp-X-Gal-Platten: LB-Agar-Platten mit 100 ug/ml Ampicillin, 80 pg/ml X-Gal

Die Selektion transgener Bakterien erfolgte durch den jeweiligen Selektionsmarker, der
sich auf dem verwendeten Plasmid befindet. In den meisten Fallen handelte es sich um
eine spezifische Antibiotikaresistenz. Eine weitere Selektion kann mittels blau-weif3
Selektion erreicht werden, die auf der sogenannten o-Komplementation beruht.
Bakterienstdimme, die eine Mutation im 5‘Bereich des lacZ-Gens aufweisen, kénnen keine
aktiven Tetramere der R-Galaktosidase bilden. Komplementation mit dem
plasmidkodierten lacZ o-Peptid (26 AS N-terminales lacZ-Fragment) fuhrt zur
Wiederherstellung der enzymatischen Aktivitdt. Das chromogene Substrat X-Gal wird
umgesetzt, diese Kolonien zeigen eine blaue Farbung. Wird der Leserahmen des a-Peptids
im Plasmid-Polylinker durch eine transgene Insertion unterbrochen, konnen die
rekombinanten Bakterien anhand mangelnder Enzymaktivitdten als weile Klone

identifiziert werden.

4.3.7. Plasmidpréaparation (Mini -, Midi- und Maxipraparation)

Die in Bakterien eingeschleuste rekombinante DNA wurde mit Hilfe der
Plasmidpraparationstechnik gewonnen. Fir eine Plasmidisolierung im kleinen Mal3stab
,z.B. fiir Sequenzierreaktionen, wurden 2 ml einer Ubernachtkultur verwendet. Mit Hilfe
des ,,Qiaprep Spin Miniprep Kit* der Firma Qiagen wurde nach den Herstellerangaben die
Plasmid-DNA isoliert. Die Qiagen-Sdulen enthalten ein Anionen-Austauscher-Material auf
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Silicabasis. Die in dem Zelllysat enthaltene DNA bindet auf Grund ihrer negativen Ladung
an das Anionen-Austauscher-Material in der Sdule. Hierbei kommt es zur Interaktion
zwischen dem negativ geladenen Sauerstoffatom des Phosphates der DNA und dem positiv
geladenen Stickstoffatom des Sdulenmaterials. Nach der Elution der DNA wurde die
Konzentration photometrisch bestimmt (4.4.1.1.). Durch eine Midi- bzw. Maxipraparation

wurden Plasmid-DNA-Préparationen in einem gré3eren Malstab durchgeftihrt.

4.3.8. Einfrieren und Lagern von Bakterien

Eine frische Ubernachtkultur wurde mit ca. 20-30 % sterilem Glycerol in Wasser versetzt.

Die Bakteriensuspension wurde anschlie3end bei -80 °C gelagert.

4.4. Molekularbiologische Methoden

4.4.1. Nukleinsdaure-Techniken

4.4.1.1.Photometrische Bestimmung von Nukleinsdurekonzentrationen

Bei der photometrischen Bestimmung der Nukleinsdurekonzentrationen nutzt man das
charakteristische Absorptionsspektrum der Molekiile. Die Stérke der Absorption ist von
der Konzentration der Molekiile abhangig.
Fir die Absorption gilt das Lambert-Beersche Gesetz:
1= 106, wobei gilt
I= Intensitét der Strahlung nach durchlaufen der Schichtdicke d
lo= Intensitét des eingestrahlten Lichts
d= Schichtdicke

k= Absorptionskoeffizient des Molekdls

Das Absorptionsspektrum von Nukleinsduren besitzt ein Maximum bei 260 nm. Es
unterscheidet sich damit deutlich von dem der Proteine bei 280 nm, so dass auf diese
Weise Verunreinigungen durch Uberlagerungsspektren sichtbar werden. Nach der
Messung der Extinktion wurde die Konzentration der Nukleinsaure-Ldsung mit folgender

Formel bestimmt:

Nukleinsaurekonzentration= [Extinktionzso nm X Verdinnungsfaktor x Faktor ]/1.000
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Zur Berechnung der DNA-Konzentration wurde der Faktor 50 verwendet, fir

Konzentrationsberechnungen von RNA wurde der Faktor 40 eingesetzt.

4.4.1.2.Phenol-Chloroform-Extraktion von Nukleinsauren

Phenol: Roti-Phenol (Roth)

Phenol-Chloroform: Phenol, Chloroform, Isomylalkohol
Verhaltnis 25:24:1

Chloroform-lsoamylalkohol: Chloroform, Isoamylalkohol

Verhaltnis 24:1

Die wassrige DNA oder RNA-L6sung wurde mit dem gleichen VVolumen einer Phenol-
Chloroform-Ldsung versetzt und ungefahr eine Minute in einem Mischer (Vortex)
geschittelt. Anschlielend wurden die Phasen durch Zentrifugation bei 13000 rpm fiir finf
Minuten separiert. Die obere, wassrige Phase, wurde in ein neues Eppendorf-Gefal
uberfuhrt. Die untere organische Phase wurde verworfen. Verbliebene Phenolreste wurden
durch Zugabe gleichen Volumens einer Chloroform-lIsoamylalkohol-L&sung entfernt. Dazu
wurden die Chloroform-Isoamylalkohol-Lésung und die wéssrige Phase eine Minute im
Vortexer gemischt und fir finf Minuten bei 13000 rpm zur Phasentrennung zentrifugiert.
Wieder wurde die wassrige Phase abgenommen und der organische Rest verworfen. Die
Nukleinsaure wurde anschlieRend gefallt (4.4.1.3.).

4.4.1.3.Fallung von Nukleinsauren

TE-Puffer: 10 mM Tris HCI pH [7,4], 1 mM Ethylendiamintetraessigsaure
Natriumacetat: 3 M Natriumacetat pH [6]

Die gelosten Nukleinsduren wurden mit 0,1 Volumenteil einer 3 M Natriumacetatlosung
versetzt und kurz durchmischt. Es folgte die Zugabe von 2 - 2,5 Volumenteilen Ethanol
96 % und erneutes Durchmischen der Ldsung. Die Nukleinsdure wurde dreiig Minuten
bei — 20 °C prézipitiert und anschlielend bei 14000 rpm fir dreiig Minuten bei 4 °C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, wahrend das Pellet mit ca. 1 ml 70 %
Ethanol gewaschen wurde um verbliebene Salze zu entfernen. Erneut wurde die DNA bei
14000 rpm und 4 °C fiir filnfzehn Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und

das Pellet bei RT fur zehn bis fiinfzehn Minuten getrocknet. Die Nukleinsdure wurde in
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einem der gewinschten Konzentration entsprechenden Volumen Aqua bidest oder TE-
Puffer Gber Nacht gelost.

4.4.2. Ribonukleinsdure-Techniken

4.4.2.1.1solierung zytoplasmatischer RNA
Kit: RNeasy Midi Kit (Qiagen)

Die Isolierung zytoplasmatischer RNA aus humanen Zelllinien wurde mit dem ,,RNAeasy
Midi-Kit“ der Firma Qiagen entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Um die
Kapazitat der verwendeten Sdulen optimal zu nutzen, wurden die Zellen zuvor ausgezahlt.
Die Quantitat und Qualitat der aufgereinigten RNA wurde vor der Lagerung bei -80 °C
photometrisch bestimmt (4.4.1.1.).

4.4.2.2.Poly-A-Trakt-mRNA Aufreinigung

Kit: PolyATtract® (Roche)

Die Gewinnung von mRNA erfolgte mit Hilfe des ,PolyATract® mRNA Isolation
Systems® (Promega). Aus zuvor gewonnener zytoplasmatischer RNA (4.4.2.1.) wurde
mMRNA nach den Angaben des Herstellers aufgereinigt.

4.4.2.3.Elektrophorese von RNA in denaturierenden Agarosegelen

Ladepuffer: 5 Ficoll 400, 0,25 % Bromphenolblau, 0,25 % Xylenxyanol; 50 mM
Ethylendiamintetraessigsaure

FF-L6sung: Zusammengesetzt aus 40 ul 5-fach (Morpholino)Propansulfonsdaure
in 0,1 % Diethylen Pyrocarbonat Wasser, 70 ul Formaldehyd und
220 pl Formamid

Laufpuffer: 1 fach TAE in 0,1 % Diethylen Pyrocarbonat Wasser

Gel: 2 % SeaKem-Agarose (FMC, BioProducts) in 1-fach TAE in 0,1 %
Diethylen Pyrocarbonat Wasser
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Um die Qualitat der RNA-Praparationen zu testen, wurden Proben isolierter RNA (ber ein
RNA-Gel entsprechend ihrer GroRe aufgetrennt. Um die Bildung von Sekundérstrukturen
in der RNA durch intramolekulare Wechselwirkungen zu vermeiden, wurde die
Auftrennung unter denaturierenden Bedingungen durch Zugabe von Formaldehyd und
Formamid durchgefiihrt. Dazu wurden die Proben im Verhdltnis 1:2 mit FF-Losung
versetzt und finfzehn Minuten bei 55 °C inkubiert, dann mit 5-fach Laufpuffer versetzt

und auf das Gel aufgetragen.

4.4.2.4 Verdau von DNA (DNasel-Behandlung)
Kit: DNasel (Invitrogen)

Um verbliebene DNA Kontaminationen in zytoplasmatischen RNA-Préparationen zu
beseitigen wurden ~ 5 pug RNA mit 5 pl 10-fach DNasel-Puffer (Invitrogen) und 5 ul
DNasel (1U/ul) (Invitrogen) in einem Volumen von 50 pl fiinfzehn Minuten bei RT
inkubiert. AnschlieRen wurde der Ansatz mit 5 ul 25 mM Ethylendiamintetraessigséure
(Invitrogen) versetzt und zehn Minuten bei 65 °C inkubiert. Die RNA wurde geféllt
(4.4.1.3.), in Diethylen Pyrocarbonat Wasser geldst und bei -80 °C bis zur weiteren

Verwendung gelagert.

4.4.2.5. cONA-Synthese (Reverse Transkription)

Kit: SuperScript™ 11 Reverse Transcriptase (Invitrogen)
Oligo-dT12.18: Oligo-dT-Primer (Fermentas), (2 pmol/ul)
dNTP-Mix: 2,5 mM Desoxyadenosin-, 2,5 mM Desoxycytidin, 2,5 mM

Desoxyguanosin, 2,5 mM Desoxythymidin (Applied-Biosystems)

Das Enzym Reverse Transkriptase (Superscript 1I; Invitrogen) synthetisiert cDNA
ausgehend von einer einzelstrangigen RNA Matrize. 10pg - 500 ng polyA-Trakt
gereinigte mRNA (4.4.2.2.) wurden in einem Gesamtvolumen von 39 ul mit 3 pl Oligo-
dTi218-Primer (2 pmol/ul) und 3 ul dNTPs (je 2,5 mmol) versetzt. AnschlieBend finf
Minuten bei 65 °C im Heizblock inkubiert und dann abgekihlt. Sekundarstrukturen losen
sich durch die Behandlung auf und die Bindung des Primers wird ermdglicht. Nach Zugabe
von 12 ul First Strand Buffer, 3 ul Dithiothreitol (0,1 M), 3 ul RNAseOut sowie 3 pl
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Superscript 11 folgte eine Inkubation bei 42 °C fur 1 Stunde. Das Enzym wurde durch eine
15 minatige Inkubation bei 70 °C inaktiviert. Die gewonnene cDNA wurde aliquotiert und
bei -20 °C gelagert.

4.4.3. Desoxyribonukleinsdure-Technik

4.4.3.1.1solierung von genomischer DNA aus eukaryotischen Zellen

Lysepuffer: 10 mM Tris HCI pH[8], 10 mM Ethylendiamintetraessigsaure,
200 mM NacCl, 0,5 % Sarkosyl

Als Ausgangsmaterial zur Isolierung genomischer DNA wurde eine ~ 80 % konfluente
T75 Kultur-Flasche benutzt. Die Zellen wurden mit PBS™ gewaschen und mit einem
Zellschaber in 10 ml PBS™ vom Boden der Flasche mechanisch geldst. Die resuspendierten
Zellen wurden in 15 ml Falcontubes tberfuhrt und fir zehn Minuten bei 600 rpm pelletiert.
Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in ein 2 ml PlastikreaktionsgefaR berfiihrt und
mit 750 pl Lysepuffer und 7,5 pl Proteinase-K 20 mg/ml (Invitrogen) versetzt. Nach der
Inkubation Gber Nacht bei 55 °C wurde die DNA Phenol/Chloroform (4.4.1.2.) extrahiert
und prézipitiert (4.4.1.3.).

4.4.3.2.Restriktionsenzymatische Spaltung von DNA

Restriktionsenzyme: NEB
Puffer: 10-fach Puffer, vom Hersteller jeweils mitgeliefert
BSA: 100-fach, 10 mg/ml bovines Serum-Albumin

Restriktionsendonukleasen erkennen spezifische kurze DNA-Sequenzmotive von 4 bis
ungefahr 10 bp (meist 6). Der DNA-Strang wird innerhalb des Erkennungsmotivs
hydrolytisch gespalten, wobei die Schnittstelle je nach Spezifitat der Endonuklease glatt
oder 5- bzw. 3'- Giberhdngend sein kann. Die Reaktionsbedingungen (Temperatur, Puffer
und gegebenenfalls BSA-Zusatz) wurden nach Angaben des Herstellers gewahlt. Pro pg
DNA wurden 1-2 Units Enzym zugesetzt. Die Restriktionsenzyme zeigten bei Zugabe des
spezifischen Puffers 100 % Aktivitdt. Bei Verwendung von zwei unterschiedlichen
Enzymen in einem Restriktionsansatz wurde ein Puffer eingesetzt, der fur beide Enzyme

geeignet war. Dabei richtet sich das Volumen des Restriktionsansatzes nach der
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eingesetzten DNA-Menge, die nicht mehr als 1 ug/10 ul Ansatz betragen sollte.
Kontrollrestriktionen von Mini-, Midi- und Maxipréparationen wurden flr circa zwei
Stunden in 10-20 pl Gesamtvolumen inkubiert. DNA-Material fur

Chromatinimmunoprazipitation wurde tber Nacht in einem gréReren Volumen inkubiert.

4.4.3.3.Auftrennung der DNA-Fragmente im Agarosegel

Agarose: Seakem LE Agarose FMC (Invitrogen)

TAE-Puffer: 40 mM Tris-Acetat; 1 mM Ethylendiamintetraessigsaure
Ethidiumbromid-Ldsung: 10 mg Ethidiumbromid/ml H,O

DNA-Probenpuffer (6x): Orange Loading Dye (Fermentas)

Agarosegelkammer: diverse Gelapparaturen (NEB, Owl Scientific)
Transformator: Power PAC 300 (BIO-RAD)
DNA-GroRenstandard: Gene Ruler™ ultra low range (Fermentas)

Gene Ruler™ 1 kb DNA ladder plus (Fermentas)
Transilluminator: UV-Star (Biometra)

Die mit Probenpuffer versetzten DNA-Fragmente aus PCR oder Restriktionsansatzen
wurden nach ihrer Molekilgroe in 1% bis 3 % (w/v) Agarosegelen elektrophoretisch
aufgetrennt. Zur Herstellung eines Gels wurden 1-3 g Agarose in 100 ml Tris-Acetat-
Puffer durch Erhitzen geldst. Auf Grund der negativen Ladung der Phosphatreste in der
DNA wandert diese im elektrischen Feld der Gelkammer zur positiven Anode. Die DNA-
Fragmente wurden tblicherweise bei einer Spannung von 120V flr dreilig bis sechzig
Minuten in Tris-Acetat-Laufpuffer getrennt. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist bei
konstanter  Feldstarke umgekehrt proportional zur MolekulgroBe. Nach der
GroRenauftrennung wurde das Gel fir funf Minuten in einem Ethidiumbromidbad gefarbt.
Das zugesetzte Ethidiumbromid interkaliert mit der doppelstrangigen DNA und ermdglicht
so ihre Detektion unter UV-Licht (A = 245 nm). Die Dokumentation der Komplexe aus
Ethidiumbromid und doppelstrangiger DNA erfolgte an einer UV-Durchlichtapparatur mit
Software und Kamera der Firma INTAS.
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4.4.3.4.DNA Extraktion aus Agarosegelen
Kit: MinElute® (Qiagen)

Nach der Auftrennung Uber ein Agarosegel (4.4.3.3.) wurden die spezifischen Banden der
zu verwendenden DNA eng aus dem Gel ausgeschnitten. Mit Hilfe des ,,MinElute® Kits“
(Qiagen) wurde die gewiinschte DNA nach Herstellerangeben in 10 pl Elutionspuffer
(vorgewarmt auf 50 °C!) gewonnen. Die DNA-Konzentration wurde photometrisch
bestimmt (4.4.1.1.).

4.4.3.5.Ligation von DNA in das pGEM®-T Easy Vektor System

Enzym: T4 Ligase (NEB)
Puffer: 5-fach Puffer (NEB)
Kit: pGEM-T Easy Vector System (Promega)

Die Reaktion wurde in einem Gesamtvolumen von 20 ul durchgefiihrt. Die Menge an
linearisiertem Vektor betrug 50-100 ng. Das zu klonierende Fragment wurde in einem 2-5
fachen molaren Uberschuss zugegeben. Nach Zugabe von 0,5-1 U T4-Ligase wurde der
Ansatz ber Nacht bei 4 °C inkubiert und anschlieRend in Bakterien transformiert (4.3.5. —
4.3.8.). Die Insertmenge kann bei vorgegebener Vektormenge durch folgende Formel
berechnet werden:

Vektor [ng] = InsertgroRe [Kb]
Vektorgrofie [Kb]

*molares Verhaltnis  Insert / Vektor

Insert [ng] =

4.4.3.6. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (Saiki et al., 1985)

Sterilbank: Lamin Air HLB 2448 GS (Heraeus)
Cycler: Bio-Rad iCycler
Polymerase: Ampli Tag, Ampli Tag Gold DNA Polymerase
(Applied Biosystems)
Puffer: 10x Puffer (Applied Biosystems)
dNTPs: 2,5 mM Desoxyadenosin-, 2,5 mM Desoxycytidin, 2,5 m

Desoxyguanosin, 2,5 mM Desoxythymidin
(AppliedBiosystems)
Zusatz: 5 mM MgCl, (Applied Biosystems)
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Mit Hilfe der PCR wurden definierte DNA-Bereiche amplifiziert. Zur Erzielung
reproduzierbarer PCR-Ergebnisse ist es notig, die verwendeten Primerpaare zuvor bei
unterschiedlichen Annealingtemperaturen zu testen. Alle Parameter mussen flr die
jeweilige Reaktion optimiert werden. Eine Tabelle der verwendeten PCR-Primer befindet
sich im Anhang (8.1.). Abbildung 30 gibt einen Uberblick tber ein reprisentatives PCR
Programm (Abb.: 31A) und einen typischen 25 pl PCR-Ansatz (Abb.: 31B).

A B
ZyKklen Reaktion Temperatur  Zeit [min] PCR-Komponente Volumen

°Cl [ul]

1 Denaturierung 94 1 10 x PCR-FPuffer 5

35 Denaturierung 94 1 25 mM MgCL, 3

Primer- spezifisch 1 dNTP-Mix [je 2,5 mM] 4

Amnealing Primer I [10 pmol/ul] 3

Elongation 72 1min/1kb Primer 11 [10 pmol/p] 3

1 Primerextension 72 5 TAQ-Polymerase 1
steriles Wasser 29

DNA-Template 2

Abbildung 30: A) Ubersicht tiber die typischen Ablauf einer Polymerasekettenreaktion mit Angabe der
gewohnlich verwendeten Zyklenzahl . B) Pipetierschema fiir einen 25 pl PCR-Ansatz.

4.5. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) und Supershift Assay

4.5.1. Radioaktive Markierung von Nukleinsauren

Kinase: T4 Polynukleotid Kinase 10 U/ul (NEB)
Puffer: 10-fach (NEB)
Radioaktivitat: Adenosin 5’-[y32P]-triphosphat,
10 pCi/pl (Hartmann Analytics)
Gelfiltration: Nick Column (Pharmacia)
Szintillationszahler: LS 6500; (Beckman Coulter)
TE-Puffer: 10 mM Tris-HCI pH [8], 1 mM Ethylendiamintetraessigsdure

Zur Endmarkierung mittels Kinasierung wurden 3,5 pmol DNA mit 1 pl 10-fach Puffer,
10 U T4 Polynukleotidkinase und 10 uCi [a 32P]JATP in einem Gesamtvolumen von 10 pl
fur dreillig Minuten bei 37 °C inkubiert. Die markierte DNA wurde Uber eine Nick-S&ule
entsprechend der Herstellerangaben gereinigt. Die Cerenkov-Strahlung jeder erhaltenen

Fraktion wurde im Szintillationszahler bestimmt.
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4.5.2. Oligonukleotid-Hybridisierung

Die von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg) bezogenen jeweils
komplementéren einzelstrangigen Oligonukleotide wurden, bevor sie zur Kompetition im
EMSA (4.5.3.) eingesetzt werden konnten, zu einem Doppelstrang hybridisiert. Gleiche
Mengen in Wasser geldster komplementarer Oligos (~ 100 uM) wurden im Thermocycler
dreilig Sekunden auf 95 °C erhitzt um Sekundarstrukturen zu lésen und anschlieRend
jeweils zwei Minuten bei 72°C, 37°C und 25°C inkubiert. Die entstandene
doppelstrangige DNA wurde anschlieBend auf Eis gestellt, aliquotiert und bei -20 °C
gelagert.

4.5.3. Protein-Nukleinsdure Bindungsreaktion

10-fach EMSA-Puffer: 100 mM Tris-HCI pH [7,5], 500 mM NaCl, 10 mM MgCl,,
5mM Ethylendiamintetraessigsdure, 5 mM Dithiothreitol,
40 % Glycerin, 0,5 pg/ul Poly(dl:dC), 5 mM ZnCI2

10-fach Gel-Ladepuffer: 250 mM Tris-HCI pH [7,5], 0,2 % Bromphenolblau, 0,2 %
Xylencyanol, 40 % Glycerin

Rekombinante Proteine: humanes recombinantes Sp1 Protein (AXXORA)
humanes recombinantes Sp3 Protein (AXXORA)

In einen Reaktionsansatz von 20 pl gingen 20000 cpm (~0,035 pmol Sonde) (4.5.1.) und
5ug nukleérer Proteinextrakt (4.7.2.) in 1-fach EMSA-Puffer ein. Bei Verwendung
rekombinanter Proteine wurden jeweils 10 ng eingesetzt. Die Ansédtze wurden fir dreiBig
Minuten bei RT inkubiert. Kompetitive-Ansédtze enthielten zusétzlich spezifische
unmarkierte Kompetitor-DNA in variablen Mengen, meist in 50- bis 100-fachen molaren
Uberschuss. Diese wurden vor Zugabe der markierten Sonden zwanzig Minuten bei RT
mit den nukledren Extrakten vorinkubiert. Die Reaktion wurde mit 2 pul 10-fach Gel-
Ladepuffer gestoppt und anschlieBend auf ein natives Polyacrylamid-Gel aufgetragen
(Fried und Crothers, 1981; Garner und Revzin, 1981; Lane et al., 1992) (4.5.4.). Fir
Supershift-Assays wurde die Reaktion nach Zugabe der markierten Sonden-DNA mit 2 pg
Antiserum versetzt und vor dem Auftragen auf das native Gel zwanzig Minuten bei RT
inkubiert.
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4.5.4. native Polyacrylamid Gel Elektrophorese

Geltrockner: Gel Dryer Model 583 (Biorad)

Gelapparatur: Protean Il xi System (BioRad)

Wasserkihlung: MGW LAUDA RMT / RM6

TBE-Puffer: 90 mM Tris-Borat pH [7,2], 2 mM Ethylendiamintetraessig-
saure

Laufpuffer: 0,5-fach TBE-Puffer

APS: 10 % Ammonium Persulfat (Sigma)

TEMED: Tetramethylethylendiamin (SERVA)

Film: Medizinische Rontgenfilme Super RX Fuji

Die EMSA-Ansatze (4.5.3.) wurden in einem 5 %igem nativen Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt. Fir 80 ml Gelansatz wurden 10,3 ml Rothiphores Gel A
(Roth), 5,3 ml Rothiphores Gel B (Roth), 4 ml 10-fach TBE, 2,5 ml 80 % Glycerin in
Wasser, 57,4 ml Wasser, 450 pul APS und 90 ul TEMED verwendet. Vor dem Auftragen
der Proben wurden die Gele auf 12 °C gekihlt und zwanzig Minuten bei 15 V/cm
gereinigt. Die Elektrophorese fand bei 10 V/cm und 4 °C statt. Das Gel wurde auf 3 mm
Whatmanfilterpapier Gberfuhrt und bei 80 °C fur mindestens sechzig Minuten getrocknet.
Zur Detektion der Signale wurde tber Nacht ein Rontgenfilm aufgelegt.

4.6. Bestimmungq des proviralen Transkriptionsstart und -endpunktes

Kit:  GeneRacer® Kit with SuperScript™ 111 RT (Invitrogen)

Die Bestimmung des Transkriptionsstart und -endpunktes der HERV-K Proviren wurde
mit Hilfe der RNA ligase-mediated rapid amplification of 5" and 3" cDNA ends (RLM-
RACE) Technik ermdglicht. Die Prozedur wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt. In
die Reaktion wurden 2 pug messenger RNA eingesetzt, die zuvor einer DNasel-
Behandlung unterzogen worden waren (4.4.2.4.). Einen Uberblick tber die einzelnen
Schritte gibt Abbildung 31. Nach erfolgreicher PCR (Primerliste siehe 8.1.) unter

Verwendung folgender Primerpaare wurden die PCR-Produkte sequenziert:

| Bestimmung des Transkriptionsstarts.
PCR GeneRacer™ 5' Primer & B2 (HERV-K PBS)
Nested PCR GeneRacer™ 5’ Nested Primer & Lys1,2 (HERV-K PBS)
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Il Bestimmung des Transkriptionsendpunktes:

PCR GeneRacer™ 3’ Primer & Env-sense
5’ cap 3’ polyA
Behandlung der RNA mit alkalischer mRNA  m;G-p-p-p AAAAAAA
Phosphatase (CIP) um 5° Phosphatreste zu CIP
entfernen. Das Enzym hat keinen Einfluss verkiirzte-mRNA  PO) AAAAAAA
auf vollstiindige durch ein 5‘cap geschiitzte rCIP
mRNA-Spezies. Nicht- mRNA PO;
50, 2 TAP
Das Sfcap der vollstindigen mRNA wird
mittels Tobacco acid Phosphatase (TAP) mRNA TTG'P‘P'P°4 s
entfernt. Das anschlieRend freiliegende 5¢ B o
Phosphat wird bendtigt zur Ligation des VRIKURLS ME NG AAAAAAA
RNA-Oligos.
Nicht- mRNA
Mittels T4-Ligase wird ein RNA-Oligo an & = =
das freie 5‘Phosphat ligiert. Dieses RNA- mo\i PO, DOEAAR
Oligo stellt die Bindungstelle fiir den g RNA E?gzxse
Primer in der PCR-Amplifikation dar.
5 RNA Oligo ¥ poiyA
AAAAAAA
Reverse Transkription und cDNA-Synthese O e e e R R TTTTTTT-(N)ss
mit Oligo dT oder genspezifischem Primer. cDNA Erststrang o GeneRacer™ Oligo dT Primer
«<— Reverse Transkription
GeneRacer™ 5' Primer
PCR Amplifikation der ¢cDNA mit einem ‘ GeneRacer~§' Nested Primer
Primer der homolog zum RNA-Olige ist 5 Aifﬂ}fm.(ﬁ;
und einem genspezifischen Primern (GSP). LT *
Die PCR-Amplifikate kénnen anschlieBend — Nse
sequenziert werden. Reverse Ggsvféz?esi:}rfen:“m

Abbildung 31: Schematische Ubersicht tiber die verschiedenen Schritte der 5’RACE

4.7. Proteinchemische Methoden

4.7.1. Proteinextraktion aus eukaryotischen Zellen

Proteinaseinhibitoren: Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche),
Phenylmethylsulfonylfluorid [PMSF] (Fluka)
Tripple-Lysis-Buffer: 20mM  Tris-HCI  pH[7,5], 150 mM NaCl, 10mM

Ethylendiamintetraessigséure, 0,1 % SDS, 1 % Triton X-100,
1 % Desoxycholat, Proteaseinhibitoren: 1 mM PMSF, 1/25
Complete, frisch zugeben!

Vor der Lyse wurden die Zellen zweifach mit PBS™ gewaschen, dann mit Lysepuffer mit
Proteaseinhibitor belegt (200 ul fir ein Loch einer 6-Loch-Platte, 1 ml fir eine T75
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Flasche) und unter Schwenken einige Minuten inkubiert. Das Lysat wurde in 2 ml
Plastikreaktionsgefale berfiihrt und ab diesem Zeitpunkt auf Eis gehalten. Die Zellen
wurden mit Ultraschall behandelt (Duty Cycle30, Output Contr. 1) und eine Stunde auf Eis
inkubiert. Zellbruchstiicke wurden anschlieBend durch Zentrifugation bei 13000 rpm fur
drei bis fiinf Minuten bei 4 °C entfernt. Der Uberstand wurde zur Proteinbestimmung

eingesetzt, aliquotiert und bei 80 °C gelagert.

4.7.2. Fraktionierte Proteinpréaparation aus Zytoplasma und Kern

Proteinaseinhibitor: Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche)
Photometer: Ultrospec 3100pico (Amersham Biosciences)
Dialyse-Kassetten: Slide-A-Lyzer Dialysis Cassette, 3,500 MWCO (Pierce)
PE-Puffer A: 10 mM 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)  ethansulfon-

séure (HEPES) pH [7,9], 0,3 M Saccharose, 1,5 mM MgCIZ,

10 mM KCI, 0,1 mM Ethylenglykoltetraessigsaure (EGTA),

frisch zugeben!: 0,5mM Dithiothreitol, 1/25 Complete-

Proteinaseinhibitor

fur GH Zellen zusétzlich 50 mM NaCl, 0,2 % NP40
PE-Puffer B: 20 mM HEPES pH[7,9], 420 mM NaCl, 1,5 mM MgCIZ,

0,1 mM EGTA, 25% Glycerin (v/v), frisch zugeben!:
0,5 mM Dithiothreitol, 1/25 Complete-Proteinaseinhibitor
PE-Puffer C: 300 mM HEPES pH [7,9], 1,4 M KCI, 30 mM MgCIZ, frisch

zugeben!: 0,5 mM  Dithiothreitol, 1/25  Complete-
Proteinaseinhibitor

PE-Puffer D: 20mM HEPES pH[7,9], 75mM NaCl, 0,1mM
Ethylendiamintetraessigsaure, 20 % Glycerin (v/v), frisch
zugeben!:  0,5mM  Dithiothreitol, 1/25  Complete-
Proteinaseinhibitor

Das Protokoll zur fraktionierten Proteinaufreinigung wurde nach Dignam (Dignam et al.,
1983) leicht modifiziert. Die in T175 Flaschen (Nunc) herangezogenen Zellen wurden
zweimal mit kaltem PBS™ gewaschen und mit einem Zellschaber in 10 ml PBS™ pro
Kulturflaschen vom Flaschenboden mechanisch gelost. Die Zellen wurden fir zehn
Minuten bei 900 rpm, 4 °C pelletiert und im 5-fachen Zellvolumen PBS (4 °C)
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resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation wurden sie im drei- (GH) bis fiinffachen
Zellvolumen PE-Puffer A (4 °C) resuspendiert und zehn Minuten auf Eis inkubiert. Im
Glas-Homogenisator (Braun) wurden die Zellen mechanisch mit zehn bis zwanzig (GH)
Stempelhiiben aufgeschlossen. Der erfolgreiche Aufschluss wurde mikroskopisch
kontrolliert. Die intakten Zellkerne wurden flr zehn Minuten bei 2500 rpm, 4 °C pelletiert.
Zur Praparation des zytoplasmatischen Protein-Extraktes wurde der Uberstand mit 0,11
Volumen PE-Puffer C versetzt und fur fiinfzig Minuten bei 50000 rpm (SW-60), 4 °C
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde (iber Nacht gegen das 20-fache Volumen PE-Puffer
D bei 4 °C dialysiert. Der gewonnene zytoplasmatische Protein-Extrakt (= Dialysat) wurde
fir zwei Minuten bei 14000 rpm 4 °C zentrifugiert, der Uberstand aliquotiert, und in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Zur Préparation des nukledren Protein-Extraktes
wurde das Zellkernpellet mit dem 2,5-fachen Volumen PE-Puffer B versetzt und im Glas-
Homogenisator mit mindestens zwanzig Stempelhiiben mechanisch aufgeschlossen
(mikroskopische Kontrolle!). Nach leichter Agitation auf einem Magnetrihrer fur dreilig
Minuten 4 °C wurde die Suspension fur finfzig Minuten bei 50000 rpm (SW-60), 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde Giber Nacht gegen das 50-fache Volumen PE-Puffer D
bei 4°C dialysiert. Das Dialysat wurde fiur zwei Minuten bei 14000 rpm, 4 °C
zentrifugiert. Der nukleare Protein-Extrakt (= Uberstand) wurde aliquotiert, in flissigem
Stickstoff gefroren und bei -80 °C gelagert. Der Proteingehalt der zytoplasmatischen und
nukledren Extrakte wurde mit dem BioRad Protein-Assay (BioRad) entsprechend der
Herstellerangaben quantifiziert (4.7.3.).

4.7.3. Proteinbestimmung (nach Bradford)

Féarbe-Reagenz: 5-fach dye reagent concentrate (Bio Rad)
BSA: 10 mg/ml bovines Serum Albumin
Kivetten: 1,5 ml halbmikro Einmalkuvetten (Brand)
Spektralphotometer: Spectronic 1201 (Milton Roy)

Die colorimetrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen mit dem BioRad-Reagenz
beruht auf der pH-Wert abhangigen Bindung des Farbstoffes Coomassie Brilliantblau G
250. In saurem Milieu bindet G250 an basische und aromatische Aminoséurereste. In
Folge der Komplexbildung mit dem Protein kommt es zur Stabilisation der unprotonierten,
anionischen Sulfonatform des Farbstoffes und somit zu einer Verschiebung des
Absorptionsmaximums von 465 nm zu 595 nm. Zur Standardisierung des Proteingehalts
wurde eine Eichgrade mit Losungen bekannter Proteingehalte (0-50 mg/ml BSA) erstellt.
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4.7.4. SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Gelapparatur:

Mighty small 11 SE 250 (Hoefer Scientific Instruments)

Transformator: Electrophoresis Power Supply-EPS 301 (Amersham
Pharmacia Biotech)

DTT: 30-fach; Dithiothreitol (NEB)

Laufpuffer: 25 mM Tris-HCI pH [8,3], 250 mM Glycin, 0,1 % SDS [w/V]

Auftragspuffer: 3-fach SDS-Auftragspuffer (NEB)

Marker: PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas)
PageRuler™ Unstained Protein Ladder (Fermentas)

Losung A: 30 % Acrylamid; 0,8 % Bisacrylamid

Losung B: 1,5 M Tris; 0,4 % SDS, pH [8,8]

Losung C: 0,5 M Tris; 0,4 % SDS; pH [6,8]

APS: 10 % Ammonium Persulfat (Sigma)

TEMED: Tetramethylethylendiamin (SERVA)

Uber die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese lassen sich  Proteine effizient
entsprechend ihres apparenten Molekulargewichts auftrennen. Polyacrylamid bildet durch
Kopolymerisation mit dem quernetzenden N’N’-Methylenbisacrylamid eine Gelmatrix mit
definierter Porengrofle. Bei der Elektrophorese werden die Proteine entsprechend ihrer
GroRe und Ladung in der Polyacrylamid (PAA-)-Matrix zuriickgehalten. Die Porengrofie
l&sst sich dem gewiinschten Trennbereich entsprechend anpassen, so ist ein 8 %iges Gel
geeignet, um Proteine von 50 bis 200 kDa zu trennen, ein 15 %iges fir Proteine zwischen
10 und 60 kDa. Ein 10 %iges Gel eignet sich fir Molekulargewichte von 30 bis 120 kDa.
Das im Ladepuffer enthaltene SDS (Sodiumdodecylsulfat) ist ein anionisches Detergenz,
das an die hydrophoben Regionen des Proteins bindet und diese annéhernd proportional zu
ihrer Grél3e mit negativen Ladungen versieht. Pro Gramm Protein binden circa 1,4 g SDS.
Die Proben wurden mit einem entsprechenden Volumen an 3-fach Ladepuffer versetzt und
fur zehn Minuten bei 97 °C inkubiert. Diese Behandlung denaturiert die Proteine durch
Auflésung der Tertidr- und Sekundarstrukturen sowie der Wasserstoffbriicken. Die
Proteine liegen anschlieend in gestreckter Form vor. Durch Zugabe von Dithiothreitol
oder B-Mercaptoethanol werden Sulfhydrylgruppen reduziert.

Die Auftrennung der Proteine erfolgte in 12,5 % (w/v)-Acrylamidgelen unter Verwendung
von 1-fach SDS-Laufpuffer. Durch Verwendung eines vorgeschalteten 5% (w/v)-
Sammelgels, mit einem pH-Wert von 6,8 wurden schéarfere Banden im Gel erzielt.
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Zusammensetzung siehe Tabelle 6. Zur Detektion des HERV-K Rec Proteins wurden
ausschlieBlich 4-12 % NuPage-Gele (Invitrogen) mit einer Dicke von 1 mm mit 1-fach
MOPS-Puffer (Invitrogen) verwendet.

Die Trennung der Proteine erfolgte bei einer konstant angelegten Stromstdrke von 60
Milliampere. Die Proteine wandern auf Grund ihrer negativen Ladung zur Anode. Die
Abschatzung der Molekulargewichte nach der Elektrophorese wurde durch Vergleich mit
aufgetragenen Markerproteinen moglich.

Tabelle 6: Zusammensetzung der SDS-PAGE

12,5 % Trenngel | 5 % Sammelgel

Wasser 2,48 ml 2,9 ml
Lsg. A 3,15 ml 0,83 ml
Lsg. B 1,88 ml -
Lsg. C - 1,25 ml
APS 10% 75 ul 40 pl
Temed 4 ul 4 ul

4.7.5. Luziferase-Assay

Lysispuffer: Passive Lysis Buffer, 5x (Promega)

Pipettenspitzen: Biozym budget line Safe Seal Tips (Biozym)

Transfektionsreagenz: Reporter: Lipofectamine (Invitrogen)
siRNA+ Reporter:  jetSI™-ENDO (Polyplus)

6-Loch-Platten: Nunclon MicroWell Platte (Nalge Nunc International)

96-Loch-Platten (weil): LumiNunc Platte (Nalge Nunc International)

Luminometer: MicroLumat Plus (EG&G Berthold)

Reporter-Assay-Kit Dual Luciferase Assay (Promega)

SiIRNA: Hs SP1 1 HP, Hs_SP3 1 HP (Qiagen).

4.7.5.1.Dualer Luziferase-Assay

Die transiente Transfektion eukaryotischer Zellen fir den dualen Luziferaseassay erfolgte
mit Lipofectamin nach den Angaben des Herstellers. Um DNA in Zellen einzubringen,
wird deren negative Ladung durch Komplexbildung mit kationischen Lipiden maskiert. In
dieser Form konnen die DNA-Lipidkomplexe sich an die Zellmembran anlagern und diese
passieren. Am Vortag der Transfektion wurden 6-Loch-Platten angelegt mit 0,5 x10°
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eukaryotische Zellen pro Loch. In die Transfektion wurden 900 ng Reporter
Luziferasevektor (pGL3), und 100 ng Renilla-Vektor (pHRLnull) in FKS freiem Medium
eingesetzt. Die verwendeten Konstrukte sind in Abbildung 32 aufgefiihrt. Nach
dreistundiger Inkubation der Transfektionsanséatze wurde das Transfektionsmedium gegen
FKS-haltiges Vollmedium ausgetauscht. 24 oder 48 Stunden nach Transfektion wurden die
Zellen mit PBS™ gewaschen und mit Lysepuffer behandelt und entsprechend des Protokolls
in den dualen Luziferase-Assay eingesetzt. Pro Loch einer 6-Loch-Platte wurden 500 ul 1-
fach Passive-Lysis-Puffer (Promega) eingesetzt. Zellen und Lysepuffer wurden flr
funfzehn Minuten inkubiert. Das Lysat wurde in ein 1,5 ml PlastikreaktionsgeféaRe
uberfiithrt und zwei Minuten bei 14000 rpm und 4 °C zentrifugiert. 20 ul des Uberstandes
wurden fir die Messung der Luziferaseaktivitdt eingesetzt. Die Messung der
Luziferaseaktivitat erfolgte im Luminometer nach folgendem Schema: Zugabe von 50 pl
Luziferasesubstrat, zwei Sekunden Verzogerung gefolgt von der Messung der
Photonenemission fiir zehn Sekunden. Hieraus ergab sich der Wert fir die Firefly —
Luziferase. Anschlielend erfolgte die Zugabe von 50 pl Stop&Glow Reagent mit einer
erneuten zehnsekiindigen Messung der Photonenemission nach einer Verzdgerung von
zwei Sekunden. Auf diese Weise wurde der Wert flir die kotransfizierte Renilla Luziferase
bestimmt. Der Quotient aus beiden Werten ergab einen normalisierten Wert, der
Fehlerquellen wie unterschiedliche Zellzahlen oder unterschiedliche

Transfektionseffizienzen minimierte.

Abbildung 32: Ubersicht (iber die im Luziferaseassay verwendeten Konstrukte. A) Der PGL3-basic-
Vektor (Promega) enthélt keine eukaryotischen Promotor oder Enhancer Sequenzen vor dem Markergen
(Gluhwirmchen Luziferase). Die HERV-K LTRs pcK30 und LTR 21 wurden von M. Kraft (Kraft, 2004)
uber HindlIl aus dem pSVOAL Vektor in den pGL3 basic ligiert. Die Mutationskonstrukte der TATA und
GC-Box wurden ebenfalls von M. Kraft erzeugt. B) Der pGL3-control Vektor (Promega) enthalt einem
SV40-Promotor und entsprechende Enhancer-Sequenzen, die eine starke Expression des nachgeschalteten
Luziferasegens in vielen Geweben verursachen. C) Das Plasmid pHRL-null enthdlt keine Promotor oder
Enhancer Sequenzen vor dem Luziferasegen der Weichkoralle Renilla reniformis, dieses Plasmid wurde in
einigen Experimenten zur Normierung kotransfiziert.
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4.7.5.2.Luziferase-Assay mit sSiRNA-Knockdown

Die kleinen doppelstrangigen siRNA werden mittels Transfektionsreagenz in die Zielzelle
eingebracht und anschlieBend in einen Proteinkomplex RISC (RNA-induced silencing
complex) eingefigt. Mit Hilfe der inkorporierten siRNA-Fragmente bindet RISC
komplementér an spezifische Ziel-mRNA. Die Ziel-mRNA wird durch RNA-Helicase
Nuklease-Aktivitdte des RISC-Komplexes entwunden und gespalten. Diese fuhrt zum
Abbau der Ziel-mRNA durch intrazelluldre Nukleasen.

Zur Kotransfektion von siRNA und Reporterkonstrukten wurden 1 pg Reporter und 150-
400ng siRNA mit dem Transfektionsreagenz jetSI"™-ENDO in 0,5x10° Zellen
eingebracht. Dabei wurden die Angaben des Herstellers beachtet. Mit sSiRNA transfizierte
Zellen wurden nach 48 Stunden lysiert auf die gleiche Weise behandelt wie die Proben fiir
den dualen Luziferaseassay (4.7.5.1). 20 ul des Uberstandes wurden fiir die Messung der
Luziferaseaktivitdt eingesetzt. Die Messung der Luziferaseaktivitat erfolgte im
Luminometer nach folgendem Schema: Zugabe von 50 ul Luziferasesubstrat, zwei
Sekunden Verzogerung gefolgt von der Messung der Photonenemission fur zehn
Sekunden. Hieraus ergab sich der Wert flr die Firefly —Luziferase. Da kein Renilla-
Plasmid zur Normalisierung kotransfiziert werden konnte wurden die Messwerte auf den
Gesamtproteingehalt der Lysate normiert.

In Paralleleansétzen wurden Extrakte zur Verwendung im Immunoblot hergestellt, dazu
wurden die Zellen mit 200 ul Trippel-Lysepuffer belegt (4.7.1.), mit Ultraschall behandelt
und der Proteingehalt bestimmt (4.7.3.).

4.8. Immunologische Methoden

4.8.1. Proteinnachweis durch Antikorper auf Tragermembran

(Immunoblot)

Blotkammer: TE Series Transfer Electrophoresis Unit (Hoefer Scientific
Instruments)

Blotmembran: Protran;  Nitrozellulose Transfer Membrane, 0,2 um
PorengroRe (Whatman)

Blotpuffer: 25 mM Tris-HCI pH [8,6], 192 mM Glycin, 15 % Methanol

Filterpapier: 3 mm (Whatman)
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Féarbeldsung: Ponceau S in 5 Essigsaure (Sigma)

Blockierlosung: 4 % Magermilchpulver (Merck) in PBS™ mit 0,05 % Tween
20 (Sigma) (PBST)

Waschlésung: 0,05 % Tween 20 (Sigma) in (PBST)

anti-HERV-K-Rec: aus Kaninchen (Lower et al., 1995), 1:2000 in 5%
Magermilch/PBST verdunnt

anti-HERV-K-Rec: aus Maus (monoklonal), 1:10000 bereitgestellt von Dr.
Thomas Muster (Green Hills Biotechnology)

anti-HERV-K-Env: aus Maus (monoklonal) (Austral Biologicals), 1:5000 in 5 %
Magermilch/PBST

anti-HERV-K-Gag: aus Maus HERMA 6, HERMA 7 (Boller et al.; 2008)
unverdinnt

anti-p-Aktin: aus Maus (Sigma),1:15000 in 5 % Magermilch/PBST

anti-LaminA: aus Kaninchen, Biozol, 1:3000 in 5 % Magermilch/PBST

anti-Kaninchen: aus Ziege, Peroxidase gekoppelt (Sigma), 1:20000 in 5%
Magermilch/PBST verdunnt

anti-Maus: aus Ziege, Peroxidase gekoppelt (Sigma), 1:20000 in 5%
Magermilch/PBST verdunnt

Detektion: ECL plus Western Blotting Detection System (Amersham)

Filme: Hyperfilm ECL (Amersham)

Das Blotverfahren beruht auf dem Transfer der Proteine aus der Polyacrylamid-Gelmatrix
auf eine Tragermembran (Nitrocellulose) mittels eines elektrischen Feldes. Auf die Anode
wurde dazu ein in Transferpuffer &quilibrierter Schwamm und ein ebenfalls getranktes
Filterpapier (Whatman) in GelgréRe (8,5 mm x 7,5 mm) gelegt, gefolgt von der Membran,
dem Gel, einem weiteren feuchten Filterpapier und abschlieBend einem weiteren
Schwamm. Der Blot wurde in den mit Transferpuffer gefullten Tank eingesetzt und die
Spannung angelegt. Die Uberfiihrungszeit der Proteine vom Gel auf die Membran betrug
zwei Stunden bei 4 °C, einer Spannung von 50V und maximaler Stromstérke. Der
Ubertragungserfolg auf die Nitrozellulosemembran wurde mittels Ponceau-Rot (iberpriift.
Der Farbstoff farbt die geblotteten Proteine mit einer Empfindlichkeit von 50 ng an und
fixiert diese zusatzlich auf der Membran durch die enthaltene Essigsaure. Da der Farbstoff
reversibel bindet, ist eine vollige Entfernung mit PBS™ + 0,05 % Tween 20 (PBST)

moglich.
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Zum Nachweis spezifischer Proteine mittels Antikdrper wurde die Nitrozellulosemembran
zundchst Gber Nacht bei 4°C mit Blockier-Losung inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen auf der Membran abzuséttigen. Danach wurde die Membran ein Mal mit
PBST gewaschen und anschlieBend mit einer entsprechenden Verdiinnung des priméren
Antikorpers belegt. Die Inkubation erfolgte fiir eine Stunde bei RT unter leichtem
Schwenken. Wéhrend dieser Zeit kénnen die auf der Membran immobilisierten Proteine
mit dem priméren Antikorper reagieren. Danach wurde die Membran vier Mal fir je funf
Minuten mit PBST gewaschen. AnschlieBend erfolgte fir eine Stunde die Inkubation mit
dem sekunddren Antikdrper. Um nicht gebundenen Sekundareantikérper zu entfernen,
wurde die Membran vier Mal fur je funf Minuten mit PBST gewaschen. An den
sekundaren Antikdrper ist das Enzym Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Die Peroxidase
katalysiert die Umsetzung des Substrates (Luminol). Bei dieser Reaktion werden Photonen
emittiert, die mittels eines Films detektiert werden kénnen. Die Expositionszeit betrug
zwischen 20 Sekunden und 24 Stunden.

4.8.2. Immunoprazipitation

Sepharose: Protein-G-Sepharose 4 Fast Flow (Amersham)
Ladepuffer: 3-fach SDS Sample Puffer (NEB)
Praimmunserum: Kaninchen

o-Rec: aus Kaninchen (Lower et al., 1995)

Die Immunoprazipitation ist eine Methode, bei der mittels eines Antikdrpers ein Antigen
aus einer Losung aufkonzentriert wird. Um unspezifische Wechselwirkungen zwischen
Protein und eingesetzter Sepharose sowie zwischen Protein und Antikorperldsung zu
verhindern, wurde zunéchst ein geeignetes Volumen Zellysat (500 ul entspricht einem
Zellaquivalent von % T75-Flasche) in ein Eppendorf-Gefal} tberfuhrt und mit 100 ul
Protein G Sepharose bei 4 °C fir eine Stunde auf dem Rollrad vorinkubiert. Die Sepharose
wurde zuvor drei Mal mit Proteinlysepuffer gewaschen.

Nach der Inkubation von Extrakt und Sepharose wurde der Ansatz bei 1000 rpm fir
zwanzig Sekunden abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfgefaf
uberflihrt und mit einem geeigneten VVolumen des entsprechenden Antikorpers (o-Rec:
6 ul) oder Praimmunserum versetzt und zwei Stunden unter Rotation bei 4 °C inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 50 ul Protein G Sepharose zugegeben und der
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Ansatz fir eine weitere Stunde bei 4 °C unter Rotation inkubiert. Die Sepharose wurde bei
1000 rpm fiir zwanzig Sekunden abzentrifugiert. Der Uberstand enthielt die ungebundenen
Proteine und wurde als Kontrolle bei -20 °C eingefroren. Die Sepharose mit dem
gebundenen Antigen-Antikorper-Komplex wurde vier Mal mit je 1 ml Proteinlysepuffer
gewaschen. An die einzelnen Waschschritte schloss sich jeweils ein 20-sekiindiger
Zentrifugationsschritt bei 1000 rpm an. AnschlieBend wurde die Sepharose mit einem
geeigneten Volumen (30-50 ul) Ladepuffer versetzt und fir zehn Minuten bei 95 °C
aufgekocht. Wahrend dieses VVorgangs wird der Komplex geldst und die Proteine werden
von der Sepharose durch Zentrifugation (2000 rpm, zwanzig Sekunden) getrennt. Der
Uberstand kann bei —20 °C gelagert oder direkt im Immunoblot analysiert werden (4.8.1.).
Das Sepharosepellet wird verworfen.

4.8.3. Immunfluoreszenzfarbung

PBS-Dulbecco: 137 mM NaCl, 3 mM KCI, 16,5 mM Na;HPOy,
1,5 mM KH,PO,4, 90 mM CaCl,, 50 mM MgCl,

Triton X 100: 0,5 % (Merck) in PBS Dulbecco

Fixiermittel: 2 % Paraformaldehyd in PBS Dulbecco

BSA: 2 % Bovines Serum Albumin, Fraktion V (frei von
Immunglobulinen; Boehringer Mannheim) in PBS Dulbecco

anti-HERV-K-Rec: aus Kaninchen (Lower et al., 1995), 1:200 bis 1:500

anti-HERV-K-Rec: aus Maus (monoclonal), 1:3000 bereitgestellt von Dr.
Thomas Muster (Green Hills Biotechnology)

anti-HERV-K-Gag: aus Maus (monoklonal), HERMA 6 & HERMA 7,
unverdinnt

anti-HERV-K-Env: aus Maus (monoklonal), Austral Biologicals, 1:1000

anti-Kaninchen: aus Esel (Rhodamin) 1:800 (Dianova)

anti-Kaninchen: aus Esel (FITC) 1:200 (Dianova)

anti-Maus: aus Esel (FITC) 1:300 (Dianova)

anti-Maus: aus Esel (Rhodamin) 1:200 (Dianova)

Dapi-Ldsung: 1mg/ml, 4’,6-Diamidino-2-phenylindole-dihydrochlorid
(Sigma)

Objekttrager: Superfrost (Menzel)

99



Material und Methoden

Mowiol-Ldsung: 2,4 g Mowiol 40-88 (Aldrich!) in 6 g Glycerol suspendieren,
6 ml Aqua bidest zugeben, zwei Stunden bei RT quellen
lassen, 12 ml 0,2 M Tris/HCI pH [8,5] zugeben, tber Nacht
unter Rihren lésen (evtl. bei 50 °C), bei 4000 rpm, funfzehn
Minuten abzentrifugieren, bei -20 °C lagern

Mikroskop: Axiophot, LSM 510 META (Zeiss)

Zellen wurden auf Deckglaschen ausgebracht und etwa 24 Stunden unter
Standartbedingungen im Brutschrank gehalten (4.2.2.). Nach zwanzig Minuten Fixierung
mit 2 % Paraformaldehyd bei RT wurden die Zellen fur finfzehn Minuten in 0,5 %
Triton X-100 permeabilisiert. Unspezifische Bindestellen wurden durch zwanzigmindtige
Inkubation mit BSA blockiert. Die Zellen wurden drei Mal mit je 5 ml PBS-Dulbecco
gewaschen und mit 100 ul einer entsprechenden Verdiinnung der Antikorper belegt. Der
Primérantikdrper wurde fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die Zellen
drei Mal mit PBS-Dulbecco gewaschen und anschlieBend eine Stunde mit 100 pul einer
Verdunnung der fluoreszenzmarkierten Antikorper im Dunkeln inkubiert. Hinterher wurde
zwei Mal mit PBS-Dulbecco gewaschen. Zur Darstellung der Nukleinsdure wurden die
Zellen zwei Minuten mit Dapi-Ldsung inkubiert und anschlieBend drei Mal mit PBS-
Dulbecco gewaschen. Die Zellen auf den Deckglédschen wurden mit Dapi-Lésung belegt
um das Kernkompartiment sichtbar zu machen. Nach erneutem mehrmaligem Waschen mit
PBS-Dulbecco wurden die Deckglaser mit Mowiol auf den Objekttragern eingedeckt. Die
Préparate wurden nach 24 Stunden am Fluoreszenzmikroskop unter Verwendung
entsprechender Filter bei 630-facher VergrofRerung ausgewertet. Bilder wurden durch
Verwendung des Laserscan-Mikrokopes (LSM 510 META- Carl Zeiss) erstellt.

4.8.4. Chromatinimmunoprazipitation

Kit: Chromatin Immunoprecipitation Assay Kit (Upstate)
anti-Sp1: polyklonaler Antikorper aus Kaninchen,

1 pg/ul (Millipore)
anti-Sp3: polyklonaler Antikorper aus Kaninchen,

200 pg/0.1 ml (Santa Cruz Biotechnology)
anti-Y'Y1: polyklonaler Antikorper aus Kaninchen,

200 pg/0.1 ml (Santa Cruz Biotechnology)
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Die Bindung von Proteinen an die HERV-K LTR wurde mit Hilfe des Chromatin
Immunoprecipitation Assay Kits (Upstate) nach den Angaben des Herstellers durchgefihrt.
Abbildung 32 gibt einen Uberblick Gber die einzelnen Schritte der Methode. Zur
Vernetzung von Protein und DNA wurden 0,5 x 10° Zellen fiir zehn Minuten in
Kulturmedium mit 1 % Formaldehyd inkubiert. Nach Waschen mit PBS™ und Lyse der
Zellen mit SDS-Puffer (Upstate) wurde die DNA durch Zugabe von Restriktionsenzymen
(4.4.3.2)) (Jeweils 10 U Hindlll, Nspl, Afll in Puffer 2 mit BSA) (ber Nacht bei 37 °C
verdaut. Der Verdau wurde auf einem Agarosegel uberprift. Anschlielend erfolgte die
Prézipitation mit spezifischen Antikdrpern. Zur Auswertung der Ergebnisse wurden PCR-
Amplifikationen aus Bereichen der HERV-K LTR und des HERV-K env Gens
durchgefiihrt. Primersequenzen befinden sich im Anhang (8.1.).

Verwendete Primer;: ChIP-LTR-FW & ChIP-LTR-RV
ChlP-Env-FW & ChIP-Env-RV

Transkriptionsfaktoren ; gi "
W

L Gene:x |
P Gene

4 \é’

e Antlkorper

[ G
/4--"'"

7__Sepharose

N

Abbildung 32: Ubersicht tiber die verschiedenen Schritte der Chromatiimmunoprazipitation.

1) Vernetzen von Chromatin und Protein. 2) Aufschluss der Zellen und Isolation der Protein/Chromatin-
Komplexe. 3) Fragmentierung der Protein/Chromatin-Komplexe mit Restriktionsenzymen. 4)
Immunoprézipitation der Protein/Chromatin-Komplexe mit spezifischen Antikdrpern. 5) Bindung der
Antikorper an Sepharose und Aufreinigung der Sepharose/Antikorper/Protein/Chromatin-Komplexe. 6)
Auflésen des Protein/Chromatin-Komplexes und Verdau der Proteine mit anschlieRender Aufreinigung der
DNA. 7) PCR-Analyse der prézipitierten und aufgereinigten DNA mittels definierter Primerpaare.
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4.9. Analyse retroviraler Partikel

Zur Isolierung retroviraler Partikel wurden die Zellen auf T75-Falschen zwei bis drei Tage
lang bis zu einer Konfluenz von ~75 % herangezogen. Die Zellkulturiiberstdnde wurden
gesammelt und Zelltrimmer durch Zentrifugation bei 9000 rpm (Sorvall Rotor: SLA1500)
fur fiinfundzwanzig Minuten bei 4 °C entfernt. Die Uberstinde wurden durch eine
Membran mit einer PorengrofRe von 0,45 um gefiltert und anschlieRend Gber 5 ml einer
30 %igen Glycerinlésung in PBS™ geschichtet. Die viralen Partikel wurden in einem SW 32
Ti-Rotor fir 200 Minuten bei 27500 rpm und 4 °C pelletiert. Die Pellets wurden zur
Analyse im Immunoblot (4.8.1.) direkt mit 3-fach SDS-Probenpuffer (NEB) versetzt und
bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.9.1. Isolierung von RNA und Protein aus retroviralen Partikeln

Kit: RNase ONE ™ (Promega)
QlAamp viral RNA mini kit (Qiagen)
Turbo DNA-free (Ambion Inc.)
Ladepuffer: 3-fach SDS Sample Puffer (NEB)

Um virale RNA aus den Partikelpellets (4.9.) zu gewinnen wurden diese in PBS’
aufgenommen und um Kontaminationen mit zellularer RNA zu vermeiden flr
funfundvierzig Minuten bei 37 °C einem RNA-Verdau unterzogen (RNase One ,
Promega). Die Partikel wurden anschlielend mit Lysepuffer (Qiagen) versetzt. Die virale
RNA wurde mit Hilfe des QlAamp viral RNA mini kits (Qiagen) nach Angaben des
Herstellers in 50 ul H,O eluiert und bei -80 °C gelagert oder direkt nach einem DNase-
Verdau (Turbo-DNA-Kit, Ambion Inc.) fir die cDNA-Synthese eingesetzt. 40 pul Partikel-
RNA wurden mit 2 Units DNase versetzt und dreillig Minuten bei 37 °C inkubiert,
anschlieBend wurden zwei weitere Units Enzym zugeben und weitere dreil3ig Minuten bei
37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ul DNase-removal gestoppt. In
die cDNA-Synthese (4.4.2.5.) wurden 10 ul aus dem DNase Verdau eingesetzt und 25 uM
random hexamer Primer verwendet. Die gewiinschten HERV-K Gene wurden in der PCR
unter Verwendung unten aufgefiihrter Primer amplifiziert. Die PCR-Produkte in den
pGEMT-Easy-Vektor (Promega) nach Herstellerangaben kloniert (4.4.3.5.) und
sequenziert. Die Sequenzierung wurde von der Firma Eurofins MWG Operon
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durchgefuhrt. Sequenzierergebnisse wurden durch Datenbankvergleiche ausgewertet
(4.10).

Primer (Ruprecht et al., 2008) HERV-K gag +, HERV-K gag -
HERV-K env 8146 + HERV-K env 8665
Primer (Laderoute et al., 2007) pol FW + pol RV

4.9.2. Elektronenmikroskopie retroviraler Partikel

Mikroskop: Zeiss EM 109

Glutaraledhyd: 25 % Solution Grade | (Sigmar-Adrich)

Osmium Tetroxid: 1 % Osmiumtetroxid (Sigma-Aldrich) in PBS

Tannin-Losung: 0,1 % Tannin (Roth) in 20 mM HEPES

Uranylacetat-L6sung: 2 % Uranylacetet-Dihydrat (Merck) in Wasser

PBS: Phosphat-gepufferte Salzlésung ohne Ca2+, Mg2+ (Biochrom
KG, Berlin)

Natriumsulfatlosung: 1 % (Roth) in 0,5 M Hepes

Zellkulturschale: 10 cm —Platten (Nunc)

Zellen wurden bis zur Konfluenz auf 10 cm Petrischalen (Nunc) gehalten und mit 2,5 %
Glutaraldehyd im N&hrmedium (1) fur vierzig Minuten fixiert. Die fixierten Zellen wurden
zwei Mal mit PBS- gewaschen und mit einem Zellschaber vom Untergrund gelost.
AnschlieBend wurden die Zellen bei 3000 rpm fiir zehn Minuten pelletiert, der Uberstand
wurde verworfen. Das Zellpellet wurde zu gleichen Anteilen mit 3 %iger fliissiger Agarose
gemischt und zehn Minuten auf Eis inkubiert. Der abgekiihlte Agarosekegel wurde in 1-2
mm? groRe Wiirfel zerteilt. Die Agarosewiirfel wurden in einer 1 %igen Osmium Tetroxid-
Losung eine Stunde nachfixiert. Nach dem Waschen mit PBS’ erfolgte eine weitere
einstiindige Inkubation in einer 0,1%igen Tannin-Losung zur Darstellung viraler
Glykoproteine. Nach erneutem Waschen mit einer Natriumsulfatlosung und destilliertem
Wasser folgte eine Inkubation flr eine Stunde in 2 %iger Uranylacetat-Lésung. Nachdem
uberschussiges Uranylacetat durch Waschen mit destilliertem Wasser entfernt wurde,
folgte eine aufsteigende Alkoholreihe (30 % - 96 %). Der Alkohol wurde anschlie}end
durch Epoxidharz (Fluka) Gber Nacht ausgetauscht. Das Aushdrten des Harzes erfolgte in
Gelatinekapseln (iber einen Zeitraum von 48 Stunden bei 60 °C. Aus den eingebetteten
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Proben wurden Dunnschnitte hergestellt, die vor der Elektronenmikroskopie mit 2 %

Uranylacetat und 1 % Bleiacetat kontrastiert wurden.

4.10. Sequenzanalysen und Datenbankrecherchen

Zur Sequenz- und Expressionsanalyse sowie als Informationsquelle wurden die folgenden
Internetangebote verwendet:

National Center for Biotechnology Information (NCBI)  http://ncbi.nim.nih.gov

Human Genome Browser http://genome.ucsc.edu
Clustalw http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
ExXPASy Molekular Biology Server http://www.expasy.org/
TRANSFAC 7.0 (2005) http://www.gene-regulation.com
MatlInspector http://www.genomatix.de
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Zusammenfassung

5. ZUSAMMENFASSUNG

Humane endogene Retroviren (HERVS) sind Relikte von Infektionen der Keimzellen von
Primatenvorldufern mit exogenen Retroviren vor 40 Millionen Jahren. Die meisten HERV
Elemente sind defekt durch die Akkumulation von Mutationen, Deletionen und Rearrangements.
Lediglich einige Proviren der HERV-K/HML-2 Familie enthalte noch offenen Leserahmen fir
alle retroviralen Proteine. Die Expression repetitiver endogener Elemente wird in somatischen
Zellen unterdriickt. Transkription und  Translation von HERV-K Genprodukten tritt in
Keimzelltumoren, Melanomen und Eierstockkrebs auf.

In der vorliegenden Arbeit wurde die HERV-K exprimierende Melanomlinie UKRV Mel 2-C9
etabliert und charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass die HERV-K Expressionen durch die
dominante Aktivitdt des Provirus 108 bedingt ist. Die Expression und korrekte Prozessierung der
viralen Proteine konnte nachgewiesen werden. Durch Elektronenmikroskopie wurde bestétigt,
dass HERV-K 108 virale Partikel mit charakteristischen Strukturen der Hullproteine produziert.
Diese Partikel enthalten virale Volllangen RNA-Genome. Da HERV-K 108 in der Linie
UKRV Mel 2-C9 eine Mutation im aktiven Zentrum der Reversen Transkriptase zeigt, sind die
Partikel nicht infektids.

Um Einblicke in die der HERV-K Expression in Keimzelltumoren und Melanomen zu Grunde
liegenden transkriptionellen Regulationsmechanismen zu erhalten, wurden mittels 5° und 3’
RACE (rapid amplification of cDNA ends) der Transkriptionsstart und die Terminationsstelle
bestimmt. Es konnte gezeigt werden, dass der HERV-K Promotor in den untersuchten Zelllinien
TATA-unabhdngig agiert obwohl die HERV-K LTR (long terminal repeat) ein TATA-Motiv
aufweist. Die transkriptionelle Aktivitat des HERV-K Promotors ist abh&ngig von einer GC-Box
in unmittelbarer Ndhe zu einem Initiatorelement am Startpunkt der Transkription. Das GC-
Sequenzmotiv ist die Bindestelle fur die Transkriptionsfaktoren SP1 (specific protein) und SP3.
Mutationen des Bindemotivs fuhrten zu einem drastischen Abfall der Promotoraktivitét im
Luziferaseassay. Durch Proteinknockdown mittels spezifischer sSiRNA gegen SP1 und SP3 konnte
die Promotoraktivitat ebenso deutlich reduziert werden. Elektrophoretic mobility shift assays und
Chromatinimmunoprazipitationen bestatigten eine Bindung von SP1 und SP3 an die HERV-K
LTR. Die Transkriptionsfaktoren SP1 und SP3 sind an der Initiation der basalen Transkription
von HERV-K maRgeblich beteiligt.
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Abkurzungsverzeichnis

7. ABKURZUNGSVERZEICHNIS

W Verpackungssignal

AIDS Aquired Immune Deficiency Syndrome
ALV Avidres Leukdmie-Virus

bp Basenpaar

BRE TFIIB recognition element

CA Capsid Protein

cDNA komplementére Desoxyribonukleinsdure
CDP CCAAT displacement protein

C/EBP CCAAT/enhancer binding protein
CTF/NF-I CCAAT transcription factor/nuclear factor-I
DCE Downstream core element

DNA Desoxyribonukleinséure

DPE Downstream Promoter Element

EMSA Electrophoretic Mobility Shift Assay
Env Envelope Protein

ERV endogenes Retrovirus

Gag Group Specific Antigen

GC/GT-Box Sp1/Sp3-Konsensussequenz

GH humane Teratokarzinomzelllinie

GTF Genereller Transkriptionsfaktor

Hela humane Cervixkarzinomzelllinie
HERV Humanes endogenes Retrovirus

HIV Humanes Immundefizienzvirus

HTDV Human Teratocarcinoma Derived Virus
HTLV Humanes T-Zell Leuk&mie Virus

IN Integrase Protein

Inr Initiator

JSRV Jaagsiekte-Schaf-Retrovirus

kDA Kilodalton

kB Kilobase

LINE Long Interspersed Element

LTR Long Terminal Repeat

MA Matrix Protein

MMTV Maus-Mamma-Tumor-Virus

mMRNA Messenger RNA

MTE Motif ten element

nt Nukleotid (A, C, T, G)

NC Nukleocapsid Protein

NF-xB Nukl. Faktor der Ig « leichten Kette von B-Zellen
ORF Open Reading Frame

PBS Primer Binding Site

PCR Polymerasekettenreaktion

PVF primaten foamy virus

Pol Polymerase / Reverse Transkriptase Protein
Poll, Polll, Pollll RNA-Polymerase I, 11, 111

Poly(A)- Polyadenylierungs-

PPT Poly-Purin Tract
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Abkurzungsverzeichnis

PRT Protease Protein

Pu Purin

Py Pyrimidin

R Terminal Redundancy

RACE Rapid Amplification of cDNA Ends

Rec funktionales HERV-K-Aquivalent zu Rev (HIV)
Rev Regulator of Expression of Virion Proteins (HIV)
RNA Ribonukleinséure

rRNA Ribosomale RNA

RSV Rous-Sarkom-Virus

RT Reverse Transkriptase Protein

SA SpleiRakzeptor

SD SpleiRdonor

SINE Short Interspersed Element

SLTR solitdare LTR

SNV Spleen necrosis virus

Spl, Sp3 Specificity Protein 1, 3

SRY Sex-determining Region Y

SU Surface Protein

SUMO Small Ubiquitin-like Modifier

SV40 Simian Virus 40

TAF TBP-assoziierter Faktor

Tat Transactivator of Transcription (Protein)
TATA-Box TATA-Binde Protein-Konsensussequenz
TBP TATA-Binde Protein

TFIID Transkriptionsfaktor 11D

™ Transmembran Protein

tRNA Transfer RNA

U Unit

U3 Unique 3’-End

U5 Unique 5’-End

UAS Upstream activating sequences

YY1 Yin-Yang 1 (Protein)

Abkurzungen, die nur einmal verwendet wurden, sind an Ort und Stelle erlautert.

Aminosauren und Nukleotide werden im Einbuchstabencode abgekirzt. Gen-Namen sind

kursiv gedruckt. Physikalische, chemische und biologische GroRen sowie gangige

Abkirzungen der deutschen Sprache sind hier nicht aufgefthrt.

119




8. ANHANG

8.1. Primerliste

Anhang

HK A 113 5’GCA TGG GGA GAT TCA GAA CC3’ 5’ flank.
HK B 113 5CTT TTAGTT TGC CCC ATT ATC3’ gag
HK C 113 5ATG GCC TCG CAAATC TTA3’ env
HK D 113 5°CAT GTT TCCTGT CTG CCC AC3’ 3’ flank
HK A 115 5'CCG CACCTAGTC AACTTAGC3’ 5’ flank
HK B 115 5'GCT CGA GCG TACCTT CAC C3’ gag
HK C 115 5GTGTGCCTGTTTTGT CTGTTG TTA G3’ env
HK D 115 5 TCAGTTCCCGATTTTCTGCC 3 3’ flank
GeneRacer™ 5’ 5-CGACTGGAGCACGAGGACACTGA-3’ RACE
Primer
B2 5-GAAAAGCCTCCACGTTGGGCACCA-3’ PBS
GeneRacer™ 5’ 5-GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA-3' RACE
Nested Primer
Lys1,2 5-GCCCCAGGTTGGGCGCCA-3 PBS
GeneRacer™ 3’ 5-GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG-3’ RACE
Primer
Env-sense 5-CCAGACTCCCAGACTATAACCTGTG-3' env
ChIP-LTR-FW 5-TCCTTTACATTGTCTATGATGCAAAGAC-3’ LTR
ChIP-LTR-RV 5-GGAAAAGAAAAAGACACAGAGACAAAGT-3’ LTR
ChlIP-Env-FW 5-GTGCACAAGTGAGTCCAGCTGTT-3’ env
ChIP-Env-RV 5-CATATAAGGGGGCTTTACGCAA-3’ env
HERV-K gag + Ruprecht et al. 2008 gag
HERV-K gag - Ruprecht et al. 2008 gag
HERV-K env Ruprecht et al. 2008 env
8146
HERV-K env Ruprecht et al. 2008 env
8665
pol-FW Laderoute et al. 2007 pol
pol-RV Laderoute et al. 2007 pol
MKr 21 5-AAGCTTTTATTGATC-3’ LTR
MKr_27 5-’AAGCTTCTTGTGACC-3’ LTR
JM1-gag 5’CTAAAAGTAAAATTAAAAGTAAATATGCCTC-3’ gag
JM2-gag/prot prot
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8.2. Sequenzen

Nukleotidalignment aus dem env-Bereich, Klone - Partikel GH

GH_E_P14
GH_P_E11 rc
GH_P_E7 rc
GH_P_E12
GH_P_E4
GH_P_E18
GH_E_P13
GH_P_E6
GH_P_E8
GH_P_E9
GH_P_E17 rc
GH_P_E10
GH_P_E1 rc
GH_P_E15 rc
GH_P_E5 rc
GH_P_E16
GH_P_E20
GH_P_E19 rc

GH_E_P14
GH_P_E11 rc
GH_P_E7 rc
GH_P_E12
GH_P_E4
GH_P_E18
GH_E_P13
GH_P_E6
GH_P_E8
GH_P_E9
GH_P_E17 rc
GH_P_E10
GH_P_E1 rc
GH_P_E15 rc
GH_P_E5 rc
GH_P_E16
GH_P_E20
GH_P_E19 rc

GH_E_P14
GH_P_E11 rc
GH_P_E7 rc
GH_P_E12
GH_P_E4
GH_P_E18
GH_E_P13
GH_P_E6
GH_P_E8
GH_P_E9
GH_P_E17 rc
GH_P_E10
GH_P_E1 rc
GH_P_E15 rc
GH_P_E5 rc
GH_P_E16
GH_P_E20
GH_P_E19 rc

€Y
a
€5
a
€5
a
€Y
€Y
a
€5
a
€5
a
€Y
a
€Y
a
@

(51)
(51)
(51)
(51)
(51)
(51)
(51)
(51)
(1)
(51)
(51)
(51)
(51)
(51)
(51)
(51)
(51)
G

(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)

1 50

AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACACCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACACCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACACCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACACCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACACCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACACCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACACCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACACCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACACCATCTACAGGGAAG
AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACACCATCTACAGGGAAG

51 100
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG

101 150
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCTAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA

Anhang
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GH_E_P14
GH_P_E11 rc
GH_P_E7 rc
GH_P_E12
GH_P_E4
GH_P_E18
GH_E_P13
GH_P_E6
GH_P_E8
GH_P_E9
GH_P_E17 rc
GH_P_E10
GH_P_E1 rc
GH_P_E15 rc
GH_P_E5 rc
GH_P_E16
GH_P_E20
GH_P_E19 rc

GH_E_P14
GH_P_E11 rc
GH_P_E7 rc
GH_P_E12
GH_P_E4
GH_P_E18
GH_E_P13
GH_P_E6
GH_P_E8
GH_P_E9
GH_P_E17 rc
GH_P_E10
GH_P_E1 rc
GH_P_E15 rc
GH_P_E5 rc
GH_P_E16
GH_P_E20
GH_P_E19 rc

GH_E_P14
GH_P_E11 rc
GH_P_E7 rc
GH_P_E12
GH_P_E4
GH_P_E18
GH_E_P13
GH_P_E6
GH_P_E8
GH_P_E9
GH_P_E17 rc
GH_P_E10
GH_P_E1 rc
GH_P_E15 rc
GH_P_E5 rc
GH_P_E16
GH_P_E20
GH_P_E19 rc

(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)

(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)

(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)

151 200
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGTTGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC

201 250
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTGTGTGCCTGT

251 300
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCAGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGGCAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC

Anhang
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GH_E_P14
GH_P_E11 rc
GH_P_E7 rc
GH_P_E12
GH_P_E4
GH_P_E18
GH_E_P13
GH_P_E6
GH_P_E8
GH_P_E9
GH_P_E17 rc
GH_P_E10
GH_P_E1 rc
GH_P_E15 rc
GH_P_E5 rc
GH_P_E16
GH_P_E20
GH_P_E19 rc

GH_E_P14
GH_P_E11 rc
GH_P_E7 rc
GH_P_E12
GH_P_E4
GH_P_E18
GH_E_P13
GH_P_E6
GH_P_E8
GH_P_E9
GH_P_E17 rc
GH_P_E10
GH_P_E1 rc
GH_P_E15 rc
GH_P_E5 rc
GH_P_E16
GH_P_E20
GH_P_E19 rc

GH_E_P14
GH_P_E11 rc
GH_P_E7 rc
GH_P_E12
GH_P_E4
GH_P_E18
GH_E_P13
GH_P_E6
GH_P_E8
GH_P_E9
GH_P_E17 rc
GH_P_E10
GH_P_E1 rc
GH_P_E15 rc
GH_P_E5 rc
GH_P_E16
GH_P_E20
GH_P_E19 rc

(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)

(351)
(351)
(351)
(351)
(351)
(351)
(351)
(351)
(351)
(351)
(351)
(351)
(351)
(351)
(351)
(351)
(351)
(351)

(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)

301 350
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGACGGTGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA

351 400
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAAATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAAATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAAATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG

401 450
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTGCTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTGCTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTGCTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTGCTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATGGGAGACTCCATTTTGTTATGTGTTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGATA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTGCTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTGCTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTGCTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTGCTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTGCTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTGCTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTGCTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTGCTAAGAAA

Anhang
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GH_E_P14
GH_P_E11 rc
GH_P_E7 rc
GH_P_E12
GH_P_E4
GH_P_E18
GH_E_P13
GH_P_E6
GH_P_E8
GH_P_E9
GH_P_E17 rc
GH_P_E10
GH_P_E1 rc
GH_P_E15 rc
GH_P_E5 rc
GH_P_E16
GH_P_E20
GH_P_E19 rc

GH_E_P14
GH_P_E11 rc
GH_P_E7 rc
GH_P_E12
GH_P_E4
GH_P_E18
GH_E_P13
GH_P_E6
GH_P_E8
GH_P_E9
GH_P_E17 rc
GH_P_E10
GH_P_E1 rc
GH_P_E15 rc
GH_P_E5 rc
GH_P_E16
GH_P_E20
GH_P_E19 rc

(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)
(451)

(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(493)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)

451 500
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATAACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGT-——————- GACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATAACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATAACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATAACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATAACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTCGAGATTCTGTTAATCTATAACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGGTTCTGTTAATCTATAACCTTACCCCCAACCCC
AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATAACCTTACCCCCAACCCC

501 543
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACETGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACETGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACETGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACETGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACETGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACETGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACETGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACEBTGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACETGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG

Nukleotidalignment aus dem gag-Bereich, Klone - Partikeln GH

GH_P_1
GH_P_2
GH_P 9 rc
GH_P_3 rc
GH_P_4
GH_P_8 rc
GH_P 6 rc
GH_P_12
GH_P_9
GH_P_3
GH_P_6
GH_P_11
GH_P_13
GH_P_14
GH_P_5
GH_P_7
GH_P_8

50
@ _GICIT_TA-CC/’~ICI"‘~-ACIAAGT
L€ e ——— GCCATCAGAGICTAAACCA-CGAGGEBAC-AAGT
(1) ————mmmmmmmmm e BGCCATCAGAGIICTAAACCA-CGAGGEAC-AAGT
(1) ————mmmmmmmmm e BGCCATCAGAGIICTAAACCA-CGAGGGAC-AAGT
(1) ————mmmmmmmm - GCCATCAGAGICTAAACCA-CGAGGGAC-AAGT
(1) ————mmmmmmmmm e BGCCATCAGAGIICTAAACCA-CGAGGGAC-AAGT
L BGCCATCAGAGIICTAAACCA-CGAGGGAC-AAGT

(1) GCAGCCCTATTICTTCECACETETTCTTCTACCCCATCAATCEACBAAGT
A

(1) GCAGCCCTATTTCTTCECACETETTCTTCTACCCCATCAATCEACBAAGT
(1) GCAGCCCTATTICTTCECACETETTCTTCTACCCCATCAATCEACBAAGT
(1) GCAGCCCTATTTCTTCECACETETTCTTETACCCCATCAATCEACBAAGT
CTERICTIC TACCCCATICAATCEACEAAGT
1 GACETETTCTTE T ACCCCATCAATCEACBAAGT
(1) GCAGCCCTATTICTTCECACETETTCTCETACCCCATCAATCEACBAAGT
(1) GCAGCCCTATTICTTCECACETETTCTICTACCCCATCAATCEACBAAGT

Anhang
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GH_P_1
GH_P_2
GH_P 9 rc
GH_P_3 rc
GH_P_4
GH_P_8 rc
GH_P_6 rc
GH_P_12
GH_P_9
GH_P_3
GH_P_6
GH_P_11
GH_P_13
GH_P_14
GH_P_5
GH_P_7
GH_P_8

GH_P_1
GH_P_2
GH_P 9 rc
GH_P_3 rc
GH_P_4
GH_P_8 rc
GH_P 6 rc
GH_P_12
GH_P_9
GH_P_3
GH_P_6
GH_P_11
GH_P_13
GH_P_14
GH_P_5
GH_P_7
GH_P_8

GH_P_1
GH_P_2
GH_P 9 rc
GH_P_3 rc
GH_P_4
GH_P_8 rc
GH_P 6 rc
GH_P_12
GH_P_9
GH_P_3
GH_P_6
GH_P_11
GH_P_13
GH_P_14
GH_P_5
GH_P_7
GH_P_8

51 100
(51) CHTAAATTGTARAAATTEAGAGEGTCAGAGAGACEATTIIGEEAGAATICT
(32) CCTC--TTCCAGCAGGTCAG--~GTGCCTGTAAC-ATT-~---~ ACAACCT
(33) CATC--TTCCAGCAGGTCAG---GTGCCCGTAAC-ATT -~~~ ACAACCT
(33) CCTC--TTCCAGCAGGTCAG---GTGCCCGTAAC-ATT -~~~ ACAACCT
(32) CCTC--TTCCAGCAGGTCAG--~GTGCCCGTAAC-ATT -~~~ ACAACCT
(33) CCTC--TTCCAGCAGGTCAG---GTGCCCGTAAC-ATT-~--~ ACAACCT
(33) CCTC--TTCCAGCAGGTCAG---GTGCCCGTAAC-ATT----~ ACAACCT

(51) CETAAATTERARAAATTEAGAGEGTCAGAGAGACEATTIIGEEAGAATICT
(51) CETAAATTETARAAATTEAGAGEGTCAGAGAGACBATTITEEEAGAATICT
(51) CETAAATTGTARAAATTEAGAGEGTCAGAGAGACBATTITEEEACAATICT
(51) CETAAATTETARAAATTEAGAGEGTCAGAGAGACBATTITEEEAGAATICT
(51) CETAAATTGTAAAAATTEAGAGEGTCAGAGAGACBATTIIEEEAGAATICT
(51) CETAAATTETARAAATTEAGAGEGTCAGAGAGACBATTITGEEAGAATICT
(51) CETAAATTGTARAAATTEAGAGEGTCAGAGAGACBATTITEEEACAATICT

(51) CETAAATTGTARAAATTEAGAGEGTCAGAGAGACBATTITGEEAGAATICT
(51) CETAAATTGTARAAATTEAGAGEGTCAGAGAGACBATTIIEEEACAATICT
(51) CRTAAATTETARAAATTEACAGEGTCAGAGABACBATTIRIGEEAGAATICT

101 150
(101) CEEAANCATAAGEAATGAGTCTATICICCATIGAGCAATCCRATCTAATART
(71) CAAAAGCAGGTT-AAAGAAAATAAGACC----~ CAACCG---CCAGTAGC
(72) CAAAAGCAGGTT-AAAGAAAATAAGACC----- CAACCG---CCAGTAGC
(72) CAAAAGCAGGTT-AAAGAAAATAAGACC----- CAACCG---CCAGTAGC
(71) CAAAAGCAGGTT-AAAGAAAATAAGACC----~- CAACCG---CCAGTAGC
(72) CAAAAGCAGGTT-AAAGAAAATAAGACC----- CAACCG---CCAGTAGC
(72) CAAAAGCAGGTT-AAAGAAAATAAGACC----- CAACCG---CCAGTAGC

(101) CEEAANCATAAGEAATIGAGTCTATICICCATAAGCAATCCAATCTAATAAT
(101) CEEAARCATAAGEAATGAGTCTATICICCATAAGCAATCCAATCTAATAAT
(101) CEEAATCATAAGEAATIGAGTCTATICICCATAAGCAATCCAATCTAATAAT
(101) CEEAACATAAGEAATGAGTCTATICICCATAAGCAATCCAATCTAATAAT
(101) CEEAATCATAAGEAATIGAGTCTATICICCATAAGCAATCCAATCTAATAAT
(101) CEEAACATAAGEAATGAGTCTATICICCATAAGCAATCCAATCTAATAAT
(101) CEEAACATAAGEAATIGAGTCTATICICCATAAGCAATCCAATCTAATAAT
(101) CEEAACATAAGEAATGAGTCTATICICCATAAGCAATCCAATCTAATAAT
(101) CEEAANCATAAGEAATIGAGTCTATICICCATAAGCAATCCAATCTAATAAT
(101) CEEAACATAAGEAATGAGTCTATICRCCATAAGCAATECAATCTAATART

151 200
(151) ETECTCATATAACGCGEACGTIGCETECA-TACTCTHTRACEECCICETICA
(112) CTATCAAT--ACTGGCCTCCGGCTGAACTTCAGTAT--CGGCCACCCCCA
(113) CTATCAAT--ACTGGCCTCCGGCTGAACTTCAGTAT--CGGCCACCCCCA
(113) CTATCAAT--ACTGGCCTCCGGCTGAACTTCAGTAT--CGGCCACCCCCA
(112) CTATCAAT--ACTGGCCTCCGGCTGAACTTCAGTAT--CGGCCACCCCCA
(113) CTATCAAT--ACTGGCCTCCGGCTGAACTTCAGTAT--CGGCCACCCCCA
(113) CTATCAAT--ACTGGCCTCCGGCTGAACTTCAGTAT--CGGCCACCCCCA
(151) ETECTCATATAACCGEACTIGCETECA-TACTCTHTRACEECCICERICA
(151) ETECTCATATAAGCGEAGTIGCETECA-TACTCTHTFACEECCICETICA
(151) ETECTCATATAAGCGEACGTIGCETECA-TACTECTHTFACECCCICETICA
(151) ETECCEATATAAGCGEAGTIGCETECA-TACTCTHTRACEECCICETICA
(151) ETECTCATATAAGCGEACGTIGCETECA-TACTCTHTFACECCCICETICA
(151) ETECTCATATAAGCGEAGTIGCETECA-TACTGTHTFACEECCICETICA
(151) ETECTCATATAAGCGEACTIGCETECA-TACTECTHTFACECCCICETICA
(151) ETECTCATATAAGCGEAGTIGCETECA-TACTCTHTFACEECCICETICA
(151) ETECTCATATAAGCGEACGTIGCETECA-TACECTHTFACEECCICETICA
(151) ETECTCATATAAGCGEAGTIGCETECA-TACTECTHTRACEECCTCERICA

Anhang
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GH_P_1
GH_P_2
GH_P 9 rc
GH_P_3 rc
GH_P_4
GH_P_8 rc
GH_P_6 rc
GH_P_12
GH_P_9
GH_P_3
GH_P_6
GH_P_11
GH_P_13
GH_P_14
GH_P_5
GH_P_7
GH_P_8

GH_P_1
GH_P_2
GH_P 9 rc
GH_P_3 rc
GH_P_4
GH_P_8 rc
GH_P 6 rc
GH_P_12
GH_P_9
GH_P_3
GH_P_6
GH_P_11
GH_P_13
GH_P_14
GH_P_5
GH_P_7
GH_P_8

GH_P_1
GH_P_2
GH_ P 9 rc
GH_P_3 rc
GH_P_4
GH_P_8 rc
GH_P 6 rc
GH_P_12
GH_P_9
GH_P_3
GH_P_6
GH_P_11
GH_P_13
GH_P_14
GH_P_5
GH_P_7
GH_P_8

201 250
MATCTTIRTAGET TIRII TATCEGARAAAGACIIIGIATCTEECCIICAACTGNG
GAAAGTC-AGTBTGGATATCCAGGAATGCCCCCAGCA--CCACAGGGCAG
GAAAGTC-AGTATGGATATCCAGGAATGCCCCCAGCA--CCACAGGGCAG
GAAAGTC-AGTATGGATATCCAGGAATGCCCCCAGCA--CCACAGGGCAG
GAAAGTC-AGTATGGATATCCAGGAATGCCCCCAGCA--CCACAGGGCAG
GAAAGTC-AGTATGGATATCCAGGAATGCCCCCAGCA--CCACAGGGCAG
(159) GAAAGTC-AGTATGGATATCCAGGAATGCCCCCAGCA--CCACAGGGCAG
(200) WANCHTINAGEATIRNTATCEANAAAGACIIGTARCIGECCHCAACTEEG
(200) TIRIAGEATIII TATCEGARAAAGACIRIGTATCTGECCIICAACTENG
(200)
(200)
(200)
(200)
(200)
(200)
(200)

(200) FATCTTETAGEATIRRTTATCEARAAAGACTTCTATCREECCTCARCTENG

(200)
(158)
(159)
(159)
(158)
(159)

251 300
(250) GGAGECHENCCCTCRIGGECHCCIICTEEAGGRGECATEEETICTAREGT
(205) GGCGCCATACCCTC--AGCCGCCCACT--AGGAGAC-TTAATCCTACGGC
(206) GGCGCCATACCCTC--AGCCGCCCACT--AGGAGAC-TTAATCCTACGGC
(206) GGCGCCATACCCTC--AGCCGCCCACT--AGGAGAC-TBAATCCTACGGC
(205) GGCGCCATACCCTC--AGCCGCCCACT--AGGAGAC-TTAATCCTACGGC
(206) GGCGCCATACCCTC--AGCCGCCCACT--AGGAGAC-TTAATCCTACGGC
(206) GGCGCCATACCCTC--AGCCGCCCACT--AGGAGAC-TTAATCCTACGGC
(250) GGAGECHENCCCTCIIGGECHCCRICTEEAGGRGECATEEETICTAREGT
(250) GGAGECEETCCCTCRIGGECTCCRICTEEAGGRGECATEEETICTAACGT
(250) GGAGECEETCCCTCRIGGECTCCRICTECAGGRGECATEEETICTAACGT
(250) GGAGECIENCCCTCIIGGECHC IGECATEEETHCTAACGH
(250) GGAGECIENCCCTCIRIGGECHCCIICTEEAGGRCECATEEETIC TAACGH
(250) GGAGECEETCCCTCRIGGECTCCRICTEEAGGRGECATEEETICTAACGT
(250) GGlGlC-CCCTC.GlClCC.CT.AGGlGlClT.TlCTA.G.
(250) GGAGECIERCCCTCRIGGECHCCIICTEEAGGRCECATEGETIC TAACGH
(250) GGlGlC-CCCTC.GlClCC.CT.AGGlGlClT.TlCTA.G.
(250) GGAGECEETCCCTCRIGGECTCCRICTEEAGGRGECATEEETICTAACGT

301 350
(300) [FACTGEEAATIGECATGEETCAGTATENCETICETTTETTCATIRIATCAA
(250) ACCACCTAGTAGACAGGGTAGTGAATTACATGAAATTATTGATAAATCAA
(251) ACCACCTAGTAGACAGGGTAGTGAATTACATGAAATTATTGATAAATCAA
(251) ACCACCTAGTAGACAGGGTAGTGAATTACATGAAATTATTGATAAATCAA
(250) ACCACCTAGTAGACAGGGTAGTGAATTACATGAAATTATTGATAAATCAA
(251) ACCACCTAGTAGACAGGGTAGTGAATTACATGAAATTATTGATAAATCAA
(251) ACCACCTAGTAGACAGGGTAGTGAATTACATGAAATTATTGATAAATCAA
(300) [FACTGGEAATMGECATGEETCAGTATENCETICCTTTETTCATIRIATCAA
(300) [FACTGEEAATMGECATGEETCAGTATENCETICCTTTETTCATIIATCAA
(300) [FACTGEEAATMGECATGECTCAGTATETCETICCTTTETTCATIRRATCAA
(300) [FACTGEEAATMGECATGEETCAGTATENCETICCTTTETTCATIRATCAA
(300) [FACTGEEAATMGECATGECTCAGTATETCETICCTTTETTCATIRRATCAA
(300) [FACTGEEAATMGECATGEETCAGTATENCETICCTTTETTCATIATCAA
(300) [FACTGEEAATMIGECATGECTCAGTATETCETICCTTTETTCATIRATCAA
(300) [FACTGGEAATMIGECATGECTCAGTATENCETICCTTTETTCATIATCAA
(300) [FACTGEEAATMGECATGECTCAGTATENCETICCTTTETTCATIRATCAA
(300) [FACTGEEAATGECATCEETCAGTATENCETIEET T TETTCATIRIATCAA

Anhang
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GH_P_1
GH_P_2
GH_P 9 rc
GH_P_3 rc
GH_P_4
GH_P_8 rc
GH_P_6 rc
GH_P_12
GH_P_9
GH_P_3
GH_P_6
GH_P_11
GH_P_13
GH_P_14
GH_P_5
GH_P_7
GH_P_8

GH_P_1
GH_P_2
GH_P 9 rc
GH_P_3 rc
GH_P_4
GH_P_8 rc
GH_P 6 rc
GH_P_12
GH_P_9
GH_P_3
GH_P_6
GH_P_11
GH_P_13
GH_P_14
GH_P_5
GH_P_7
GH_P_8

GH_P_1
GH_P_2
GH_P 9 rc
GH_P_3 rc
GH_P_4
GH_P_8 rc
GH_P 6 rc
GH_P_12
GH_P_9
GH_P_3
GH_P_6
GH_P_11
GH_P_13
GH_P_14
GH_P_5
GH_P_7
GH_P_8

(350)
(300)
(301)
(301)
(300)
(301)
(301)
(350)
(350)
(350)
(350)
(350)
(350)
(350)
(350)
(350)
(350)

(400)
(350)
(351)
(351)
(350)
(351)
(351)
(400)
(400)
(400)
(400)
(400)
(400)
(400)
(400)
(400)
(400)

(445)
(400)
(401)
(401)
(400)
(401)
(401)
(445)
(445)
(445)
(445)
(445)
(445)
(445)
(445)
(445)
(445)

351 400
GIFAA T TACTACCETCRCRACTAGETCETECEETAGEATTA
GAAAGGAAGGAGATABTGAGGCATGGCAATTCCCAGTAACGT TAGAACCG
GAAAGGAAGGAGATABTGAGGCATGGCAATTCCCAGTAACGTTAGAACCG
GAAAGGAAGGAGATABTGAGGCATGGCAATTCCCAGTAACGTTAGAACCG
GAAAGGAAGGAGATABTGAGGCATGGCAATTCCCAGTAACGTTAGAACCG
GAAAGGAAGGAGATABTGAGGCATGGCAATTCCCAGTAACGTTAGAACCG
GAAAGGAAGGAGATABTGAGGCATGGCAATTCCCAGTAACGTTAGAACCG
TAARTTCATGIFAA TICACTACCE TG CTAC TACGTGETECEETACEATTA
TTCACTAC TACTAGGTCETECCETACEATTA
TAARTTCATGTAA TICACTACCE TGTCTACTACGGTGETECEETACBATIG
TAARTTCATGITAA TICACTACCE TGTCTACTACGTGETECEETACEATTA
TAARTTCATGTAA TICACTACCE TGTCTACTACGTGETECEETACEATTA
TAARTTCATGITAA TICACTACCE TGTCTACTACGTGETECEETACEATTA
TAARTTCATGTAA TICACTACCE TGTCTACTACGTGETECEETACEATTA
TAARTTCATGITAA TICACTACCE TGTCTACTACGTGETECEETACEATTA
TAARTTCATIGTAA TICACTACCE TGTCTACTACGTGETECEETACEATTA
TAARTTCATGITAA TICACTACCE TGTCTACTACGTGETECEETACEATTA

401 450
A-GIICICCTAGHEG--GGEGECH--GAGAGTATGECECCCTEEEE GGG
ATGCCACCTGGAGAAGGAGCCCAAGAGEBGAGAGCCTCCCACAGTTGAGGC
ATGCCACCTGGAGAAGGAGCCCAAGAGEBGAGAGCCTCCCACAGTTGAGGC
ATGCCACCTGGAGAAGGAGCCCAAGAGEBGAGAGCCTCCCACAGTTGAGGC
ATGCCACCTGGAGAAGGAGCCCAAGAGEBGAGAGCCTCCCACAGTTGAGGC
ATGCCACCTGGAGAAGGAGCCCAAGAGEBGAGAGCCTCCCACAGTTGAGGC
ATGCCACCTGGAGAAGGAGCCCAAGAGEBGAGAGCCTCCCACAGTTGAGGC
A-GIICICCTAGHEG--GGEGECH--GAGEGTATGECECCCTEGEEE TCRGGH
A-GICECCTAGHEG--GGEGECE--GAGEGTATGECECCCTEEEE TGIGGH
A-GICECCTAGHEG--GGEGECE--GAGEGTATGECECCCTEEEE TGIGGH
A-GICECCTAGHEG--GGEGECE--GAGEGTATGECECCCTEEEE GGG
A-GICECCTAGHEG--GGEGECE--GAGEGTATGECECCCTEEEE TGIGGH
A-GICECCTAGHEG--GGEGECE--GAGEGTATGECECCCTEGEEE TGIGGH
A-GICECCTAGHEG--GGEGECE--GAGEGTATGECECCCTEEEE TGIGGH
A-GICECCTAGHEG--GGEGECE--GAGEGTATGECECCCTEEEE TGIGGH
A-GICECCTAGHEG--GGEGECE--GAGEGTATGECECCCTEGEEE TGIGGH
A-GICECCTAGHEG--GGEGECE--GAGEGTATGECECCCTEGEEE TGIGGR

451 500
--GETEEEECEAT TEETECATATCEATACTEACT - TETGEEECHCCLEG
CAGATACAAGTCTTTTTCGATAAAAATGCTAAAAGATATGAAAGAGGGAG
CAGATACAAGTCTTTTTCGATAAAAATGCTAAAAGATATGAAAGAGGGAG
CAGATACAAGTCTTTTTCGATAAAAATGCTAAAAGATATGAAAGAGGGAG
CAGATACAAGTCTTTTTCGATAAAAATGCTAAAAGATATGAAAGAGGGAG
CAGATACAAGTCTTTTTCGATAAAAATGCTAAAAGATATGAAAGAGGGAG
CAGATACAAGTCTTTTTCGATAAAAATGCTAAAAGATATGAAAGAGGGAG
--GETEEEECEAT TEETECATATCEATACTEACT - TETGEEECHCCLEG
--GETEEEECEAT TEETECATATCEATACTEACT - TETGEEECHCCLEG
--GETEEEECEAT TEETECATATCEATACTEACT - TETGEEECRCGLEG
--GETEEEECEAT TEETECATATCEATACTEACT - TETGEEECHCCLEG
--GETEEEECEAT TEETECATATCEATACTEACT - TETGEEECECCLEG
--GETEEEECEAT TEETECATATCEATACTEACT - TETGEEECHGCLEG
--GETEEEECEAT TEETECATATCEATACTEACT - TETGEEECHCCLEG
--GETEEEECEAT TEETECATATCEATACTEACT - TETGEEECHCCLEG
--GETEEEECEAT TEETECATATCEATACTEACT - TETGEEECHCGLEG
--GETEEEECEAT TEETECATATCEATACTEACT - TETGEEECHCGEEG

Anhang
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GH_P_1
GH_P_2
GH_P 9 rc
GH_P_3 rc
GH_P_4
GH_P_8 rc
GH_P 6 rc
GH_P_12
GH_P_9
GH_P_3
GH_P_6
GH_P_11
GH_P_13
GH_P_14
GH_P_5
GH_P_7
GH_P_8

GH_P_1
GH_P_2
GH_P 9 rc
GH_P_3 rc
GH_P_4
GH_P_8 rc
GH_P_6 rc
GH_P_12
GH_P_9
GH_P_3
GH_P_6
GH_P_11
GH_P_13
GH_P_14
GH_P_5
GH_P_7
GH_P_8

GH_P_1
GH_P_2
GH_P 9 rc
GH_P_3 rc
GH_P_4
GH_P_8 rc
GH_P_6 rc
GH_P_12
GH_P_9
GH_P_3
GH_P_6
GH_P_11
GH_P_13
GH_P_14
GH_P_5
GH_P_7
GH_P_8

(492)
(450)
(451)
(451)
(450)
(451)
(451)
(492)
(492)
(492)
(492)
(492)
(492)
(492)
(492)
(492)
(492)

(531)
(500)
(501)
(501)
(500)
(501)
(501)
(531)
(531)
(531)
(531)
(531)
(531)
(531)
(531)
(531)
(531)

(575)
(550)
(551)
(551)
(550)
(551)
(551)
(575)
(575)
(575)
(575)
(575)
(575)
(575)
(575)
(575)
(575)

501 550
ATACTCAACTTCACGCCEEABECCABT - —————————- ATTBATAGBETAC
TAAAACAGTATGGACCCAACTCCCCTTATATGAGGACATTATTAGATTCC
TAAAACAGTATGGACCCAACTCCCCTTATATGAGGACATTATTAGATTCC
TAAAACAGTATGGACCCAACTCCCCTTATATGAGGACATTATTAGATTCC
TAAAACAGTATGGACCCAACTCCCCTTATATGAGGACATTATTAGATTCC
TAAAACAGTATGGACCCAACTCCCCTTATATGAGGACATTATTAGATTCC
TAAAACAGTATGGACCCAACTCCCCTTATATGGGGACATTATTAGATTCC

FT/ABIIG ARG TAGCCBBABGCCABT - - - ATTBATAGBETAC
ATAGTGARGT T CAGCCBBAGGCCABT-——----- - ATTBATAGBETAC
AT/ABTG ARG T GAGCCBBABGCCABT - - - ATTBATAGBETAC
ATAGTGARGT T GAGCCBBABGCCABT-——----- - ATTBATAGBETAC
AT/AGTG ARG T GAGCCBBABGCCABT - ——----- - ATTBATAGBETAC
ATAGTGARGT T CAGCCBBABGCCABT-——----- - ATTBATAGBETAC
AAT/ABTG RGT T GAGCCBBABGCCABT - -—----- - ATTBATAGBETAC
ATAGTGARGT T CAGCCBBAGGCCABT - ——----- - ATTBATAGBETAC
AT/ABTGARGT T GAGCCBBABGCCABT - ——----- - ATTBATAGBETAC
ATAGTGARGT T GAGCCBBABGCCABT-——----- - ATTBATAGBETAC

551 600
~TBGCEENTCCENC T AT THC T TIAACCTGETTIIGAGETTET
ATTGCTTATGGACATAGACTCATTCCTTATGATTGGGAGATTCTGGCAAA
ATTGCTTATGGACATAGACTCATTCCTTATGATTGGGAGATTCTGGCAAA
ATTGCTTATGGACATAGACTCATTCCTTATGATTGGGAGATTCTGGCAAA
ATTGCTCATGGACATAGACTCATTCCTTATGATTGGGAGATTCTGGCAAA
ATTGCTTATGGACATAGACTCATTCCTTATGATTGGGAGATTCTGGCAAA
ATTGCTTATGGACATAGACTCATTCCTTATGATTGGGAGATTCTGGCAAA

- TBGCEGNTGCENE TIATE TICT TRAACCTGE T TIIGACETTET ----- A

-TEGCEENTGGEICTIATT TG T TRAACE TG TTIRIGAGETTET-—-—— A
-TEGCEETTGGEICTIATT TG T TRAACE TG TTIRIGAGETTET-—-—- A
-TEGCEENTGGEICTIATT TG T TRAACE TG TTIRIGAGETTET-—-—- A
-TEGCEETTGGEICTIATT TG T TRAACE TG TTIRIGAGETTET-—-—— A
-TEGCEENTGGEICTIATT TG T TRAACE TG TTIRIGAGETTET-—-—- A
-TEGCEETTGGEICTIATT TG T TRAACE TG TTIRIGAGETTET-—-—- A
-TEGCEENTGGEICTIATT TG T TRAACE TG TTIRIGAGETTET-—-—- A
-TEGCEETTGGEICTIATT TG T TRAACE TG TTIRIGAGETTET-—-—- A
-TEGCEETTGGETCTIATT T T TRAACE TG TTIRIGAGETTET-—-—- A
601 650
AT-GTIBACABBCACC---TBABBTBETEEAAG--ABGACTTG-TEEETEG

ATCGTCTCTCTCACCCTCTCAATTTTTACAATTTAAGACTTGGTEGATTG
ATCGTCTCTCTCACCCTCTCAATTTTTACAATTTAAGACTTGGTEGATTG
ATCGTCTCTCTCACCCTCTCAATTTTTACAATTTAAGACTTGGTEGATTG
ATCGTCTCTCTCACCCTCTCAATTTTTACAATTTAAGACTTGGTEGATTG
ATCGTCTCTCTCACCCTCTCAATTTTTACAATTTAAGACTTGGTEGATTG
ATCGTCTCTCTCACCCTCTCAATTTTTACAATTTAAGACTTGGTEGATTG
AT-GTIACBEBCACC---TBABBTEETEBAAB--ATGACTTG-TEBETEG
AT-GTIACBEBECACC---TBABETBETBBAAG--ATGACTTG-TBEETEG
AT-GTIACBBECACC---TBABETBETBEBAAG--ABGACTTG-TCEETEG
AT-GTIACBBECACC---TBABETBETBBAAG--ABGACTTG-TCEETEG
AT-GTIACBEBECACC---TBABETBETBEBAAG--ABGACTTG-TCEETEG
AT-GTIACBBECACC---TBABETBETBBAAG--ABGACTTG-TCEETEG
AT-GTIACBEBBCACC---TBABETBETBEBAAG--ABGACTTG-TCEETEG
AT-GTIACBBECACC---TBABETBETBBAAG--ABGACTTG-TCEETEG
AT-GTIACBBECACC---TBABETBETBEBAAG--ABGACTTG-TCEETEG
AT-GTIACBBECACC---TBABETBETEBAAG--ABGACTTG-TCEETEG

Anhang
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Anhang

651 688
GH P_1 (618) -TGGMNTABABTENEARGECC--—-—-———————————
GH_P_2 (600) ATGGGGTACAAGAACAGGTCCGAAGAAATAGGGCTGCA

GH_P_9 rc (601) ATGGGGTACAAGAACAGGTCCGAAGAAATAGGGCTGC-

GH_P_3 rc (601) ATGGGGTACAAGAACAGGTCCGAAGAAATAGGGCTGC-
GH_P_4 (600) ATGGGGTACAAGAACAGGTCCGAAGAAATAGGGCTGCA

GH_P_8 rc (601) ATGGGGTACAAGAACAGGTCCGAAGAAATAGGGCTGC-

GH_P_6 rc (601) ATGGGGTACAAGAACAGGTCCGAAGAAATAGGGCTGC-

GH_P_12 (618) -TGGNTABABTETGARGECC-—-----—-—-—-———-
GH P 9 (618) -TGGEETABABTCTGATIGECC——-—-—-—-—-—-——-
GH_P_3 (618) -TGGEETABACTCTGATIGECC———-—-—-—-—-—-——-
GH P_6 (618) -TGGEETABABTCTGATIGECC——-—-—-—-—-—-——-
GH_P_11 (618) -TGGEITABABTCTGATGECC-—---—-—-—-—————-
GH_P_13 (618) -TGGENTABABTCTGARGECC-—-----—-—-—-—-—-
GH_P_14 (618) -TGGEITABABTCTGATGECC-—-------—-—-———-
GH P 5 (618) -TGGEETABABTCTGATIGECC——-—-—-—-—-—-——-
GH_P_7 (618) -TGGEETABACTCTGATIGECC———-—-—-———-—-——-
GH_P_8 (618) -TGGEETABABTCTGATIGECC——-—-—-—-—-—-——-

Nukleotidalignment aus dem env-Bereich, Klone - Partikeln UKRV Mel 2-C9

1 50

CO9_P_E2 rc (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG

UKRV Mel2_P_E3 rc (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
Co_P_E4 (1) AATGACTCTGAGCATCGCTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG

C9_P_E5 rc (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG

C9_P_E6 (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG

UKRV Mel 2_P _E7 rc (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
C9_P_E8 (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG

C9_P_E9 (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG

UKRV Mel 2_P_E10 (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
Co_P_El11 (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG

C9_P_E12 (1) AATGACTCTGAGCATCGGAGGGACATGGCAAGACGCCATCGACCGGGAAG

C9_P_E13 rc (1) AATGAGTTTTAGCATCACTGGGACCTGGTTTGACGCCATTCACAGGGAAG

UKRV Mel 2_P_E14 rc (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
C9_P_E15 rc (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG

UKRV Mel 2_P_E16 (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
UKRV Mel 2_P_E17 rc (1) AATGAGTTTGAGCATCATTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
UKRV Mel 2_P_E19 rc (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
UKRV Mel 2 P E20 (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
UKRV Mel 2_P_E21 rc (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG
C9_P_E1 (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG

UKRV Mel 2_P_E18 rc (1) AATGAGTCTGAGCATCACTGGGACATGGTTAGACGCCATCTACAGGGAAG

51 100

CO9_P_E2 rc (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG

UKRV Mel2_P_E3 rc  (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
C9_P_E4  (51) AGAGTATGGTCTCACTTTAAACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCA

C9_P_E5 rc (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG

C9_P_E6 (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG

UKRV Mel 2_P _E7 rc (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
C9_P_E8 (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG

C9_P_E9 (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG

UKRV Mel 2_P_E10 (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
Co_P_El11 (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG

Co_P_E12 (51) AGAAGATAATCTCCCTTTGCACCTTTGCAAATTAAAAAAACAAATTTTCC

C9_P_E13 rc (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCCAATTAAAAGAACAAATTTTTG

UKRV Mel 2_P_E14 rc (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
C9_P_E15 rc (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG

UKRV Mel 2_P_E16 (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
UKRV Mel 2_P_E17 rc (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
UKRV Mel 2_P_E19 rc (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
UKRV Mel 2 P _E20 (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
UKRV Mel 2_P_E21 rc (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG
C9_P_E1 (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG

UKRV Mel 2_P_E18 rc (51) AGAAGATAATCTCACTTTAGACATTTCCAAATTAAAAGAACAAATTTTCG

129



C9 P E2 rc

UKRV Mel2_P_E3 rc
CoO_P E4

C9 P E5 rc

C9_P_E6

UKRV Mel 2_P_E7 rc
Co_P_E8

Co_P_E9

UKRV Mel 2_P_E10

C9 P El11

C9 P E12

C9 P_E13 rc

UKRV Mel 2_P_E14 rc
C9 P_E15 rc

UKRV Mel 2_P_E16
UKRV Mel 2_P_E17 rc
UKRV Mel 2_P_E19 rc
UKRV Mel 2 _P_E20
UKRV Mel 2_P_E21 rc
CoO_ P E1

UKRV Mel 2_P_E18 rc

C9 P E2 rc

UKRV Mel2_P_E3 rc
Co_P E4

C9 P E5 rc

C9_P_E6

UKRV Mel 2_P_E7 rc
Co_P_ES8

Co_P_E9

UKRV Mel 2_P_E10

C9 P El11

C9 P E12

C9 P_E13 rc

UKRV Mel 2_P_E14 rc
C9 P_E15 rc

UKRV Mel 2_P_E16
UKRV Mel 2_P_E17 rc
UKRV Mel 2_P_E19 rc
UKRV Mel 2 P_E20
UKRV Mel 2_P_E21 rc
CoO_ P E1

UKRV Mel 2_P_E18 rc

C9 P E2 rc

UKRV Mel2_P_E3 rc
Co_P E4

C9 P E5 rc

C9_P_E6

UKRV Mel 2_P_E7 rc
Co_P_E8

Co_P_E9

UKRV Mel 2_P_E10

C9 P El11

C9 P E12

C9 P_E13 rc

UKRV Mel 2_P_E14 rc
C9 P_E15 rc

UKRV Mel 2_P_E16
UKRV Mel 2_P_E17 rc
UKRV Mel 2_P_E19 rc
UKRV Mel 2 _P_E20
UKRV Mel 2_P_E21 rc
CoO_ P E1

UKRV Mel 2_P_E18 rc

(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)
(101)

(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)
(151)

(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(200)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)
(201)

Anhang

101 150
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCCTTAACTGAGGCAATTGCC
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCCTCATAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
GAGCATCAAAAACCCATTTAAATTTGGTGCCCGGAACTGAGGCAATTGCC
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCCGGAATTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA
AAGCATCAAAAGCCCATTTAAATTTGGTGCCAGGAACTGAGGCAATTGCA

151 200
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCCCAGATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
TGAGTTGCTGATGGCCTCGGAAATCTTAACCCTGTC-CTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATTTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGCC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTTTCCCGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC
GGAGTTGCTGATGGCCTCGCAAATCTTAACCCTGTCACTTGGGTTAAGAC

201 250
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCTTIGTGTGCCTGT
CCTTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCCTATTAATCCTTIGTGGGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTGGTGTGCGTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
CATTGGAAGTACTACGATTATAAATCTCATATTAATCCTTIGTGTGCCTGT
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C9 P E2 rc

UKRV Mel2_P_E3 rc
CoO_P E4

C9 P E5 rc

C9_P_E6

UKRV Mel 2_P_E7 rc
Co_P_E8

Co_P_E9

UKRV Mel 2_P_E10

C9 P El11

C9 P E12

C9 P_E13 rc

UKRV Mel 2_P_E14 rc
C9 P_E15 rc

UKRV Mel 2_P_E16
UKRV Mel 2_P_E17 rc
UKRV Mel 2_P_E19 rc
UKRV Mel 2 _P_E20
UKRV Mel 2_P_E21 rc
CoO_ P E1

UKRV Mel 2_P_E18 rc

C9 P E2 rc

UKRV Mel2_P_E3 rc
Co_P E4

C9 P E5 rc

C9_P_E6

UKRV Mel 2_P_E7 rc
Co_P_E8

C9_P_E9

UKRV Mel 2_P_E10

C9 P E11

C9 P E12

C9 P_E13 rc

UKRV Mel 2_P_E14 rc
C9 P_E15 rc

UKRV Mel 2_P_E16
UKRV Mel 2_P_E17 rc
UKRV Mel 2_P_E19 rc
UKRV Mel 2 P_E20
UKRV Mel 2_P_E21 rc
CoO_ P E1

UKRV Mel 2_P_E18 rc

C9 P E2 rc

UKRV Mel2_P_E3 rc
CoO_P E4

C9 P E5 rc

C9_P_E6

UKRV Mel 2_P_E7 rc
Co_P_E8

Co_P_E9

UKRV Mel 2_P_E10

C9 P El11

C9 P E12

C9 P_E13 rc

UKRV Mel 2_P_E14 rc
C9 P_E15 rc

UKRV Mel 2_P_E16
UKRV Mel 2_P_E17 rc
UKRV Mel 2_P_E19 rc
UKRV Mel 2 P_E20
UKRV Mel 2_P_E21 rc
CoO_ P E1

UKRV Mel 2_P_E18 rc

Anhang

251 300
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCCCGGGTACCCAACAGCTCCCAAAAGACGGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTTTIGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTTTGCCGGGGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTCCCCAACAGTTCGGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCAGTTGTTAGTCACCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC
TTTGTCTGTTGTTAGTCTGCAGGTGTACCCAACAGCTCCGAAGAGACAGC

(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(250)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)
(251)

301 350
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATGAAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGTCCATGATGACGATGGGGGGTTTGCCCAAAAGAAG
GACCATCGAGAACGGGCCATGAAGACGAAGGCGGTTTTGT TGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCTTCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATGGAGAACGGGCCATGAAGACGAGGGGGGTTTTGTAGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA
GACCATCGAGAACGGGCCATGATGACGATGGCGGTTTTGTCGAAAAGAAA

(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(300)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)
(301)

351 400
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGGGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(350) ACGGGGAAATGTGGGGAAAACCAAGAGACATCTCATTGTTACTGTIGTCTG
(351) AGGGGGAAATGGGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTTCTGGGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) CGGGGGAAACGGGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTTCTGTGTATG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTGTCTG
(351) AGGGGGAAATGTGGGGAAAAGCAAGAGAGATCAGATTGTTACTGTIGTCTG
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C9 P E2 rc

UKRV Mel2_P_E3 rc
CoO_P E4

C9 P E5 rc

C9_P_E6

UKRV Mel 2_P_E7 rc
Co_P_E8

Co_P_E9

UKRV Mel 2_P_E10

C9 P El11

C9 P E12

C9 P_E13 rc

UKRV Mel 2_P_E14 rc
C9 P_E15 rc

UKRV Mel 2_P_E16
UKRV Mel 2_P_E17 rc
UKRV Mel 2_P_E19 rc
UKRV Mel 2 _P_E20
UKRV Mel 2_P_E21 rc
CoO_ P E1

UKRV Mel 2_P_E18 rc

C9 P E2 rc

UKRV Mel2_P_E3 rc
Co_P E4

C9 P E5 rc

C9_P_E6

UKRV Mel 2_P_E7 rc
Co_P_E8

C9_P_E9

UKRV Mel 2_P_E10
C9 P E11

C9 P E12

C9 P_E13 rc

UKRV Mel 2_P_E14 rc
C9 P_E15 rc

UKRV Mel 2_P_E16
UKRV Mel 2_P E17 rc
UKRV Mel 2_P_E19 rc

UKRV Mel 2_P_E20
UKRV Mel 2_P E21 rc
C9 P E1

UKRV Mel 2_P E18 rc

C9 P E2 rc

UKRV Mel2_P_E3 rc
CoO_P E4

C9 P E5 rc

C9_P_E6

UKRV Mel 2_P_E7 rc
Co_P_E8

Co_P_E9

UKRV Mel 2_P_E10

C9 P El11

C9 P E12

C9 P_E13 rc

UKRV Mel 2_P_E14 rc
C9 P_E15 rc

UKRV Mel 2_P_E16
UKRV Mel 2_P_E17 rc
UKRV Mel 2_P_E19 rc
UKRV Mel 2 P_E20
UKRV Mel 2_P_E21 rc
CoO_ P E1

UKRV Mel 2_P_E18 rc

Anhang

401 450
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGGAGACCTAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAAAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAACTAGACATACGAGACTCCCTTTTGTTATGTACTAACAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTATTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTACACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTATTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTACTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTGCTAAGAAA
TGTAGAAAGAAGTAGACATAGGAGACTCCATTTTGTTATGTGCTAAGAAA

(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(400)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)
(401)

451 500
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATCCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCGGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(450) AATTCTTCTGCCTTGACATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTTTTTTGCCTTGGGATTTTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCT
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTTTTTTCCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGCCCTTCCCCCCACCCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTTTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATGACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATAACCTTACCCCCAACCCC
(451) AATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGTTAATCTATAACCTTACCCCCAACCCC

501 543
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGGTGTGTCCACTCCTAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCC-CTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTGGGCCATGAATGG
GTGCTTTTTGAAACATGTGCTGTGTCCAATCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACT-AGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCAATCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACATGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACGTGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG
GTGCTCTCTGAAACGTGTGCTGTGTCCACTCAGAGTTGAATGG

(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(500)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)
(501)

132



Anhang

Nukleotidalignment aus dem gag-Bereich, Klone - Partikeln UKRV Mel 2-C9

1 50
UKRV Mel 2_P_1 (1) -BOAGEECTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2_P_2 (1) -BOGAGEECTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2_P_3 (1) -BOGAGEECTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2_P 5 (1) -BGAGEECTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2P 6 (1) TBEGAGEECTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2_P_8 (1) -BOGAGCECTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG

UKRV Mel 2. P 11 (1)
UKRV Mel 2 P 12 (1)
UKRV Mel 2_P 13 (1)
UKRV Mel 2_P 14 (1)
UKRV Mel 2_P 15 (1)

—BOAGCECTAT T TCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
—BCAGCECTAT T TCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
—BOAGCCCTAT T TCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
—GCAGCCCTATT TCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
—BOAGCECTAT T TCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2_P_16 rc (1) -BEAGECCTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2_P_18 (1) -BEAGEECTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2 P 20 (1) ——————————- TTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2_P 22 (1) -[BEAGEEEWANTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2_P 23 rc (1) GEBEAGECCTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2_P_ 25 (1) -BEAGECCTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2_P 26 (1) -BEAGECCTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2_P 27 (1) -BEAGECCTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2_P 28 (1) -BEAGEECTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2_P 29 (1) -BEAGCCCTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG
UKRV Mel 2 P 30 (1) -BGAGEECTATTTCTTCGGACCTGTTCTTGTACCCCATCAATCCACCAAG

51 100
UKRV Mel 2_P_1 (50) TCTTAAATTGTAAAARTTGABAGGGIIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_2 (50) TCTTAAATTGTAAAABTTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_3 (50) TCTTAAATTGTAAAAATTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_5 (50) TCTTAAATTGTAAAABTTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_6 (51) TCTTAAATTGTAAAAATTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_8 (50) TCTTAAATTGTAAAARTTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC

UKRV Mel 2_P_ 11 (50) TCTTAAATTGTAAAAATTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_12 (50) TCTTAAATTGTAAAABTTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_13 (50) TCTTAAATTGTAAAAATTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_14 (50) TCTTAAATTGTAAAABTTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_15 (50) TCTTAAATTGTAAAAATTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_16 rc (50) TCTTAAATTGTAAAABTTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_18 (50) TCTTAAATTGTAAAAATTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_20 (40) TCTTAAATTGTAAAABTTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_22 (50) TCTTAAATTGTAAAAATTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_23 rc (51) TCTTAAATTGTAAAAGTTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC

UKRV Mel 2_P_25 (50) TCTTAAATTGTAAAABTTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_26 (50) TCTTAAATTGTAAAABTTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_27 (50) TCTTAAATTGTAAAAATTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_28 (50) TCTTAAATTGTAAAAATTGAAAGGGGGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_29 (50) TCTTAAATTGTAAAABTTGABAGGGIIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC
UKRV Mel 2_P_30 (50) TCTTAAATTGTAAAAATTGABAGGGIGAGAGAGACGATTTTGCCAGAATC

133



Anhang

101 150

UKRV Mel (101) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_ (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_11 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_12 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_13 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_14 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_15 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_16 rc (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_18 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_20 (90) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_22 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_23 rc (101) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_25 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_26 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA

UKRV Mel 2_P_1 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_2 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_3 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_5 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
2 P_6
2 P_8

UKRV Mel 2_P_27 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P 28 (100) TCCCAATCATAAGGAATGAATCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_29 (100) TCCCAATCATAAGGAATGABTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
UKRV Mel 2_P_30 (100) TCCCAATCATAAGGAATGAGTCTATGTCCATGAGCAATGGAATCTAATAA
151 200

UKRV Mel 2_P_ (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P_ (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA

UKRV Mel (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel (151) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P_ (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA

UKRV Mel 2_P 11 (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P 12 (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P 13 (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P 14 (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P 15 (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P_16 rc (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P 18 (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P 20 (140) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P 22 (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P_23 rc (151) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA

l\)l\)l\)ll\)l\)l\)
'U'U'UI'U'U'U
COOOUTWN -

UKRV Mel 2_P 25 (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P 26 (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P 27 (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P 28 (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2_P 29 (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
UKRV Mel 2 P 30 (150) TGTCCTCATATAAGGGGAGTTGGGTCCATACTGTTTTACTCCCTCTTTCA
201 250

UKRV Mel 2_P_1 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_2 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_3 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_5 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_6 (201) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_8 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG

UKRV Mel 2_P_11 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_12 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_13 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_14 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_15 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_16 rc (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
1 2.P_18 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG

UKRV Mel 2_P_20 (190) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_22 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_23 rc (201) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_25 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_26 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG

2

UKRV Mel 2_P_27 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_28 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_29 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
UKRV Mel 2_P_30 (200) TATCTTTTAGCTTTTTTATCGAAAAAGACTTGTATCTGGCCTCAACTGTG
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UKRV Mel (251) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P_8 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P 11 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P 12 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P_13 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P_14 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P_15 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P_16 rc (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P_18 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P 20 (240) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P 22 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P_23 rc (251) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P_25 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P 26 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT

251 300
UKRV Mel 2_P_1 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P_2 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P_3 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P_5 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
2P 6
2 P8

UKRV Mel 2_P 27 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P 28 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2_P_29 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
UKRV Mel 2 P 30 (250) GGAGGCTCTCCCTCTTGGGCTCCTTCTCCAGGTGGCATCGGTTCTAACGT
301 350

UKRV Mel 2_P_1 (300) TACTGGGTATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_2 (300) TACTGGGBATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel (300) TACTGGGHATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA

UKRV Mel (300) TACTGGGHATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel (301) TACTGGGHATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_ (300) TACTGGGHATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA

UKRV Mel 2_P_11 (300) TACTGGGAATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_12 (300) TACTGGGAATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_13 (300) TACTGGGBATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_14 (300) TACTGGGAATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_15 (300) TACTGGGBATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_16 rc (300) TACTGGGAATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_18 (300) TACTGGGEATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_20 (290) TACTGGGBATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_22 (300) TACTGGGBATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_23 rc (301) TACTGGGAATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA

I\JI\)I\)II\)I\)I\)
'U'U'UI'U'U'U
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UKRV Mel 2_P_25 (300) TACTGGGBATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_26 (300) TACTGGGAATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_27 (300) TACTGGGBATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_28 (300) TACTGGGAATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_29 (300) TACTGGGBATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
UKRV Mel 2_P_30 (300) TACTGGGAATTGCCATGCCTCAGTATCTCCTTCCTTTCTTGATTTATCAA
351 400

UKRV Mel 2_P_1 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTABGATTA
UKRV Mel 2_P_2 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTABGATTA
UKRV Mel 2_P_3 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTABGATTA
UKRV Mel 2_P_5 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTABGATTA
UKRV Mel 2_P_6 (351) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTABGATTA
UKRV Mel 2_P_8 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTABGATTA

UKRV Mel 2_P_11 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTAGGATTA
UKRV Mel 2_P_12 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTAGGATTA
UKRV Mel 2_P_13 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTAGGATTA
UKRV Mel 2_P_14 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTABGGTTA
UKRV Mel 2_P_15 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTAGGATTA
UKRV Mel 2_P_16 rc (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTAGGATTA
I 2. P 18 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTABGATTA

UKRV Mel 2_P_20 (340) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTAGGATTA
UKRV Mel 2_P_22 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTAGGATTA
UKRV Mel 2_P_23 rc (351) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTAGGATTA
UKRV Mel 2_P_25 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTAGGATTA
UKRV Mel 2_P_26 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTAGGATTA

2

UKRV Mel 2_P_27 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTAGGATTA
UKRV Mel 2_P_28 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTAAGATTA
UKRV Mel 2_P_29 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTABGGATTA
UKRV Mel 2_P_30 (350) TAATTTCATGTAATTTACTACCCTGTCTACTAGGTGGTGCCGTABGATTA
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UKRV
UKRV
UKRV
UKRV
UKRV Mel
UKRV Mel 2_P_
UKRV Mel 2_P 11
UKRV Mel 2_P_12
UKRV Mel 2_P_13
UKRV Mel 2_P_14
UKRV Mel 2_P_15

Mel
Mel
Mel
Mel

UKRV Mel 2_P 16 rc

UKRV Mel 2_P_18
UKRV Mel 2_P 20
UKRV Mel 2_P 22

UKRV Mel 2_P_23 rc

UKRV Mel 2_P 25
UKRV Mel 2_P 26
UKRV Mel 2_P 27
UKRV Mel 2_P 28
UKRV Mel 2_P 29
UKRV Mel 2_P_30
UKRV Mel 2 P 1
UKRV Mel 2_P 2
UKRV Mel 2_P_3
UKRV Mel 2 P 5
UKRV Mel 2_P_6
UKRV Mel 2_P_8

UKRV Mel 2_P 11
UKRV Mel 2_P_12
UKRV Mel 2_P_13
UKRV Mel 2_P_14
UKRV Mel 2_P_15

UKRV Mel 2_P 16 rc

UKRV Mel 2_P_18
UKRV Mel 2_P_20
UKRV Mel 2_P 22

UKRV Mel 2_P_23 rc

UKRV Mel 2_P_25
UKRV Mel 2_P_26
UKRV Mel 2_P_27
UKRV Mel 2_P_28
UKRV Mel 2_P_29
UKRV Mel 2_P_30
UKRV Mel 2_P_1
UKRV Mel 2_P_2
UKRV Mel 2_P_3
UKRV Mel 2_P_5
UKRV Mel 2_P_6
UKRV Mel 2_P_8

UKRV Mel 2_P 11
UKRV Mel 2_P_12
UKRV Mel 2_P_13
UKRV Mel 2_P_14
UKRV Mel 2_P_15

UKRV Mel 2_P_16 rc

2 P 18

UKRV Mel 2_P_
UKRV Mel 2_P 23 rc

UKRV Mel 2_P 25
UKRV Mel 2_P 26
UKRV Mel 2_P 27
UKRV Mel 2_P 28
UKRV Mel 2_P 29
UKRV Mel 2_P_30

Anhang

401 450
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGGGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTTCTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGGGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG
AGTCTECTAGTGGGCGGCTGAGGGTATGGEGCCCTGCCCTGTGGTGCTGG

451 500
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTBGGGEBTGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTBGGGEBTGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTEBGGGETGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTEBGGGEBTGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTEBGGGETGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTBGGGATGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTBGGGEBTGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTEBGGGETGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTBGGGEBTGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTTGGGETGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTTGGGEBTGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTBGGGETGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTEBGGGEBTGGCCGATACTGAG
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTEBGGGETGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTBGGGEBTGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTEBGGGETGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTBGGGEBTGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTBGGGETGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTEBGGGEBTGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTEBGGGETGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTBGGGEBTGGCCGATACTGAR
GGGCATTCCTGGATATCCATACTGACTTTCTBGGGEBTGGCCGATACTGAR

501 550
BTTCABCEBGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
BTTCABCEBGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
BTTCABCEBGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(501) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCTGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(490) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(501) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) TTTCATCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT
(500) BTTCABCEGGAGGCCAGTATTGATAGGCTACTGGCGGTTGGGTCTTATTT

(400)
(400)
(400)
(400)
(401)
(400)
(400)
(400)
(400)
(400)
(400)
(400)
(400)
(390)
(400)
(401)
(400)
(400)
(400)
(400)
(400)
(400)

(450)
(450)
(450)
(450)
(451)
(450)
(450)
(450)
(450)
(450)
(450)
(450)
(450)
(440)
(450)
(451)
(450)
(450)
(450)
(450)
(450)
(450)

(500)
(500)
(500)
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551 600

UKRV Mel (551) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P_8 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P_11 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P_12 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P_13 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P_14 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P_15 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P_16 rc (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P_18 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P_20 (540) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P 22 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P_23 rc (551) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG

UKRV Mel 2_P_1 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P_2 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P_3 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P_5 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
2 P_6
2 P_8

UKRV Mel 2 P 25 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P 26 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P 27 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P 28 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2_P 29 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
UKRV Mel 2 P 30 (550) TCTTTAACCTGCTTTTGAGGTTGTAATGTTACAGGCACCTGACCTGCTGG
601 638
UKRV Mel 2_P_1 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGEETE
UKRV Mel 2_P_2 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGGEE
UKRV Mel 2_P_3 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGEEE
UKRV Mel 2_P_5 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGEEE
UKRV Mel 2_P_6 (601) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGGEE
UKRV Mel 2_P_8 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGEEE

UKRV Mel 2 P 11 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGECE
UKRV Mel 2_P_12 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGECE
UKRV Mel 2_P_13 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGEEE
UKRV Mel 2_P_14 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGECE
UKRV Mel 2_P_15 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGECE
UKRV Mel 2_P_16 rc (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTC-———————
UKRV Mel 2_P_18 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGEEE
UKRV Mel 2_P_20 (590) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGEEE
UKRV Mel 2_P 22 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGECE
UKRV Mel 2_P 23 rc (601) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCHGATGEEE

UKRV Mel 2_P_25 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCIGATGGEE
UKRV Mel 2_P_26 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCIGATGGEE
UKRV Mel 2_P 27 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGECE
UKRV Mel 2_P_28 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCIGATGGEE
UKRV Mel 2_P_29 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCRGATGGEC
UKRV Mel 2_P 30 (600) AAGAGGACTTGTGCCTCGTGGTTTAGACTCTGATGECE
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Anhang

Aminosaurealignment aus dem gag/prot —Bereich zytoplasmatischer mMRNA-Klone

NCCIT-1
NCCIT-2
NCCIT-3
NCCIT-5
NCCIT-6
NCCIT-14
NCCIT-15
NCCIT-16
NCCIT-17
NCCIT-19
NCCIT-18
NCCIT-20
NCCIT-21
NCCIT-22
NCCIT-24

Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel

2-73
2-74
2-80
2-81
2-82
2-78
2-95

GH-36
GH-39
GH-40
GH-41

NCCIT-1
NCCIT-2
NCCIT-3
NCCIT-5
NCCIT-6
NCCIT-14
NCCIT-15
NCCIT-16
NCCIT-17
NCCIT-19
NCCIT-18
NCCIT-20
NCCIT-21
NCCIT-22
NCCIT-24

Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel

2-73
2-74
2-80
2-81
2-82
2-78
2-95

GH-36
GH-39
GH-40
GH-41

1 50
) Y MVDLQAAAN
(1) —m e MVDLQAAAN
(1) —m o
(1) —m e MVDLQAAAN
(1) — o
() Y —— MAHVGNEQGAAQPTTTGAFHQPFVLRVSGT
(1) —m e MVDLQAAAN
) Y MHHALGALPYGRPAGGRE
(1) — e
(1) — o
(1) — e
(1) — o
() Y —— MAHVGNEQGAAQPTTTGAFHQPFVLRVSGT
(1) — o
(1) — o
(1) — o

) S

51 100
(10) SLVILARSEEARVIMGQTKSKIKSKYASYLSFIKILLKRGGVKVSTKNLI
(10) SLVILARSEEARVIMGQTKSKIKSKYASYLSFIKILLKRGGVKVSAKNLI

(10) SLVILARSEEARVIMGQTKSKIKSKYASYLSFIKILLKRGGVKVSAKNLI
Q) - VIMGQTKSKIKSKYASYLSFIKILLKRGGVKVSTKNLI
(31) TTPHCPKCFRNKPVTTIQQLSPATSGSAAVDLCT IQAVSLLPGEPPQKTP
(10) SLVILARSEEARVIMGQTKSKIKSKYASYLSFIKILLKRGGVKVSTKNLI
(19) FTSDSCAPEEARV IMGQTKSKIKSKYASYLSFIKILLKRGGVKVSTKNLI

6D S MGQTKSK IKSKYASYLSF IKILLKRGGVKVSTKNLI
) I
1) ---——m-m—-- VIMGQTKSK IKSKYASYLSF 1K ILLKRGGVKVSTKNLI
(1) ===

) Y
(1) — o
(51) TTPTVPSVSGNKPVTTIQQLSPATSGSAAVDLCT IQAVSLLPGEPPQKTP
(1) -~ MGQTKSK IKSKYASYLSF IKILLKRGGVKVSTKNLI
() P —— MGQTKSK IKSKYASYLSF IKILLKRGGVKVSTKNLI
() P —— MGQTKSK IKSKYASYLSF IKILLKRGGVKVSTKNLI
() P —— MGQTKSK IKSKYASYLSF IKILLKRGGVKVSTKNLI
() P —— MGQTKSK IKSKYASYLSF IKILLKRRGVKVSTKNLI
(1) — o m
(1) — o
) Y
(1) — o
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NCCIT-1
NCCIT-2
NCCIT-3
NCCIT-5
NCCIT-6
NCCIT-14
NCCIT-15
NCCIT-16
NCCIT-17
NCCIT-19
NCCIT-18
NCCIT-20
NCCIT-21
NCCIT-22
NCCIT-24

Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel

2-73
2-74
2-80
2-81
2-82
2-78
2-95
GH-36
GH-39
GH-40
GH-41

NCCIT-1
NCCIT-2
NCCIT-3
NCCIT-5
NCCIT-6
NCCIT-14
NCCIT-15
NCCIT-16
NCCIT-17
NCCIT-19
NCCIT-18
NCCIT-20
NCCIT-21
NCCIT-22
NCCIT-24

Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel

2-73
2-74
2-80
2-81
2-82
2-78
2-95
GH-36
GH-39
GH-40
GH-41

(110)
(110)
(20)
(110)
(89)
(131)
(110)
(119)
@n
(20)
(89)
(20)
(131)
(20)
(20)
(20)
(151)
@7
@7
@7
@7
@n
(20)
(20)
(20)
20

101 150
KLFQI IEQFCPWFPEQGTLDLKDWKR I GKELKQAGRKGN I [JPITVWNDWA
KLFQI IEQFCPWFPEQGTLDLKDWKR I GKELKQAGRKGN I [JPTVWNDWA
------------------------------- VVDSDYKGE[JQEVISSSIP
KLFQI IEQFCPWFPEQGTLDLKDWKR I GKELKQAGRKGN I [JPTVWNDWA
KLFQI IEQFCPWFPEQGTLDLKDWKR I GKELKQAGRKGN I [JPETVWNDWA
TGVYGPLPKGTVGL I LGRSSLNLKGVQIHTSVVDSDYKGE[JQEVISSSIP
KLFQI IEQFCPWFPEQGTLDLKDWKR I GKELKQAGRKGN 1 [JPIETVWNDWA
KLFQI IEQFCPWFPEQGTLDLKDWKR I GKELKQAGRKGN 1 [JPETVWNDWA
KLFQI IEQFCPWFPEQGTLDLKDWKR I GKELKQAGRKGN 1 [JPIETVWNDWA
------------------------------- VVDSDYKGE[JQEVISSSIP
KLFQI IEQFCPWFPEQGTLDLKDWKR I GKELKQAGRKGN 1 [JPETVWNDWA
------------------------------- VVDSDYKGE[JQEVISSSIP
TGVYGPLPKGTVGL I LGRSSLNLKGVQIHTSVVDSDYKGE[QEVISSSIP
------------------------------- VVDSDYKGE[JQEVISSSIP
------------------------------- VVDSDYKGE[JQEVISSSIP
------------------------------- VVDSDYKGE[JQEVISSSIP
TGVYGPLPKGTVGL I LGRSSLNLKGVQIHTSVVDSDYKGE[JQEVISSSIP
KLFQI IEQFCPWFPEQGTLDLKDWKR I GKELKQAGRKGN I [JPTVWNDWA
KLFQI IEQFCPWFPEQGTLDLKDWKR I GKELKQAGRKGN 1 [JPIETVWNDWA
KLFQI IEQFCPWFPEQGTLDLKDWKR I GKELKQAGRKGN 1 [JPIETVWNDWA
KLFQI IEQFCPWFPEQGTLDLKDWKR I GKELKQAGRKGN 1 [JPETVWNDWA
KLFQI IEQFCPWFPEQGTLDLKDWKR I GKELKQAGRKGN 1 [JPETVWNDWA

------------------------------- VVDSDYKGE[JQEVISSSIP
------------------------------- VVDSDYKGE[JQEVISSSIP
------------------------------- VVDSDYKGE[JQEVISSSIP
------------------------------- VVDSDYKGE[JQEVISSSIP
151 200
1 IKAALEPFQTEEDSVSVSDALGSC I I DCNENTRKKSQEETEGLHCEYVA
1 IKAALEPFQTEEDSVSVSDALGSC I TDCNENTRKKSQEETEGLHCEYVA
WSASPGDRIAQLLLLPY IKGGNSE IKR IGGLGSTDPTGIAAYWASQVSEN

1 IKAALEPFQTEEDSVSVSDALGSC I TDCNENTRKKSQEETEGLHCEYVA
1 IKAALEPFQTEEDSVSVSDALGSC I IDCNENTRKKSQEETEGLHCEYVA
WSASPRDRIAQLLLLPY IKGGNSEIKRIGGLGSTDPTG[ZAAYWASQVSEN
1 IKAALEPFQTEEDSVSVSDALGSC I IDCNENTRKKSQEETEGLHCEYVA
1 IKAALEPFQTEEDSVSVSDALGSC I IDCNENTRKKSQEETEGLHCEYVA
1 IKAALEPFQTEEDSVSVSDAPGSC I IDCNENTRKKSQEETEGLHCEYVA
WSASPGDRIAQLLLLPY IKGGNSEIKRIGGLGSTDPTGZAAYWASQVSEN
1 IKAALEPFQTEEDSVSVSDALGSC I IDCNENTRKKSQEETEGLHCEYVA
WSASPGDRIAQLLLLPY IKGGNSEIKRIGGLGSTDPTGZAAYWASQVSEN
WSASPRDRIAQLLLLPY IKGGNSEIKRIGGLGSTDPTGZAAYWASQVSEN
WSASPGDRIAQLLLLPY IKGGNSEIKRIGGLGSTDPTGZAAYWASQVSEN
WSASPGDRIAQLLLLPY IKGGNSEIKRIGGLGSTDPTG[ZAAYWASQVSEN
WSASPRDRIAQLLLLPY IKGGNSEIKRIGGLGSTDPTGZAAYWASQVSEN
WSASPRDRIAQLLLLPY IKGGNSEIKRIGGLGSTDPTG[ZAAYWASQVSEN
I IKAALEPFQTEEDSVSVSDAPGSC I IDCNENTRKKSQEETEGLHCEYVA
1 IKAALEPFQTEEDSVSVSDAPGSC I IDCNENTRKKSQEETEGLHCEYVA
1 IKAALEPFQTEEDSVSVSDAPGSC I IDCNENTRKKSQEETEGLHCEYVA
1 IKAALEPFQTEEDSVSVSDAPGSC I IDCNENTRKKSQEETEGLHCEYVA
I IKAALEPFQTEEDSVSVSDAPGSC I IDCNENTRKKSQEETEGLHCEYVA
WSASPGDRIAQLLLLPY IKGGNSEIKRIGGLGSTDPTGZAAYWASQVSEN
WSASPGDRIAQLLLLPY IKGGNSEIKRIGGLGSTDPTGZAAYWASQVSEN
WSASPGDRIAQLLLLPY IKGGNSEIKRIGGLGSTDPTGZAAYWASQVSEN
WSASPGDRIAQLLLLPY IKGGNSEIKRIGGLGSTDPTGZAAYWASQVSEN

Anhang

139



NCCIT-1
NCCIT-2
NCCIT-3
NCCIT-5
NCCIT-6
NCCIT-14
NCCIT-15
NCCIT-16
NCCIT-17
NCCIT-19
NCCIT-18
NCCIT-20
NCCIT-21
NCCIT-22
NCCIT-24

Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel

2-73
2-74
2-80
2-81
2-82
2-78
2-95
GH-36
GH-39
GH-40
GH-41

NCCIT-1
NCCIT-2
NCCIT-3
NCCIT-5
NCCIT-6
NCCIT-14
NCCIT-15
NCCIT-16
NCCIT-17
NCCIT-19
NCCIT-18
NCCIT-20
NCCIT-21
NCCIT-22
NCCIT-24

Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel

2-73
2-74
2-80
2-81
2-82
2-78
2-95
GH-36
GH-39
GH-40
GH-41

(160)
(160)
(70)
(160)
(139)
(181)
(160)
(169)
(137)
(70)
(139)
(70)
(181)
(70)
(70)
(70)
(201)
(137)
(137)
(137)
(137)
(137)
(70)
(70)
(70)
70)

(210)
(210)
(120)
(210)
(189)
(231)
(210)
(219)
(187)
(120)
(189)
(120)
(231)
(120)
(120)
(120)
(251)
(187)
(187)
(187)
(187)
(187)
(120)
(120)
(120)
(120)

201 250
ERVMAQSTENVDYNQEQEV I YPETLKLEGKGJELVGPSESKPRGTSHLPJA
ERVMAQSTENVDYNQEQEV I YPETLKLEGKGJELVGPSESKPRGTSHLPA
RRYCKAI 1QGKQFEG[EVDTGADVS 1 IALNQWZEKNWPKQKAVTGLVGIGTA
ERVMAQSTENVDYNQEQEV I YPETLKLEGKGZELVGPSESKPRGTSHLPA
ERYMAQSTENVDYNQEQEV I YPETLKLEGKGZELVGPSESKPRGTSHLPA
REVCKAI IQGKQFEGEVDTGADVS 1 IALNQWEKNWPKQKAVTGLVGIGTA
ERYMAQSTENVDYNQEQEV I YPETLKLEGKGZELVGPSESKPRGTSHLPA
ERVMAQSTENVDYNQEQEV I YPETLKLEGKGJELVGPSESKPRGTSHLPA
ERYMAQSTENVDYNQEQEV I YLETLKLEGKGZELVGPSESKPRGTSPLPA
REVCKAI IQGKQFEGEVDTGADVS 1 IALNQWEKNWPKQKAVTGLVGIGTA
ERYMAQSTENVDYNQEQEV I YPETLKLEGKG[ZELVGPSESKPRGTSHLPA
REVCKAT IQGKQFEGEVDTGADVS 1 IALNQWEKNWPKQKAVTGLVGIGTA
RRVCKAI 1QGKQFEG[EVDTGADVS 1 IALNQWZEKNWPKQKAVTGLVGIGTA
REVCKAI IQGKQFEGEVDTGADVS 1 IALNQWEKNWPKQKAVTGLVGIGTA
RRVCKAI IQGKQFEG[EVDTGADVS 1 IALNQWZEKNWPKQKAVTGLVGIGTA
REVCKAI IQGKQFEGEVDTGADVS 1 IALNQWEKNWPKQKAVTGLVGIGTA
RRVCKAI IQGKQFEG[EVDTGADVS 1 IALNQWZEKNWAKQKAVTGLVGIGTA
ERVMAQSTENVDYNQEQEV I YLETLKLEGKGJELVGPSESKPRGTSPLPA
ERYMAQSTENVDYNQEQEV I YLETLKLEGKGJELVGPSESKPRGTSPLPA
ERYMAQSTENVDYNQEQEV I YLETLKLEGKG[ZELVGPSESKPRGTSPLPA
ERVMAQSTENVDYNQEQEV I YLETLKLEGKGJELVGPSESKPRGTSPLPA
ERYMAQSTENVDYNQEQEV I YPETLKLEGKG[ZELVGPSESKPRGTSPLPA
REVCKAI IQGKQFEGEVDTGADVS 1 IALNQWEKNWPKQKAVTGLVGIGTA
RRVCKAI 19 GKQFEG[EVDTGADVS 1 IALNQWZEKNWPKQKAVTGLVGIGTA
REVCKAI IQGKQFEGEVDTGADVS 1 IALNQWEKNWPKQKAVTGLVGIGTA
RRVCKAI IQGKQFEG[EVDTGADVS 1 IALNQWEKNWPKQKAVTGLVGIGTA

251 300
GQUYPVTLQPQKQVKENKTQPPIAYQYWPPAELQYRPPPESEYEYPGMPSS
GQYPVTLQPQKQVKENKTQPPIAYQYWPPAELQYRPPPESEYEYPGMPPL
SEYYQSTE I LHCLGPDNQESTQPMI TS I PLNLWGRDLLQEWEAE I TMP
GQYPVTLQPQKQVKENKTQPPYAYQYWPPAELQYRPPPESEYEYPGMPPL
GQYPVTLQPQKQVKENKTQPPIAYQYWPPAELQYRPPPESEYEYPGMPPA
SEYYQSTE I LHCLGPDNQESTQPMI TS I PLNLWGRDLLQEWEAE I TMP
GQYPVTLQPQKQVKENKTQPPIAYQYWPPAELQYRPPPESEYEYPGMPSS
GQYPVTLQPQKQVKENKTQPPAYQYWPPAELQYRPPPESEYEYPGMPPL
GQYPVTLQPQKQVKENKTQPPIAYQYWPPAELQYRPPPESEYEYPGMPPA
SEYYQSTE I LHCLGPDNQESTQPMI TS I PLNLWGRDLLQEWEAE I TMP
GQYPVTLQPQKQVKENKTQPPIAYQYWPPAELQYRPPPESEYEYPGMPPA
SEYYQSTE I LHCLGPDNQESTQPMI TS I PLNLWGRDLLQEWEAE I TMP
SEYYQSTE I LHCLGPDNQESTQPMI TS I PLNLWGRDLLQEWEAE I TMP
SEYYQSTE I LHCLGPDNQESTQPMI TS I PLNLWGRDLLQEWEAE I TMP
SEYYQSTE I LHCLGPDNQESTQPMI TS I PLNLWGRDLLQEWEAE I TMP
SEYYQSTE I LHCLGPDNQESTQPMI TS I PLNLWGRDLLQEWEAE I TMP
SEYYQSTE I LHCLGPDNQESTQPMI TS I PLNLWGRDLLQEWEAEVTMPA
GQYPVTLQPQKQVKENKTQPPIAYQYWPPAELQYRPPPESEYEYPGMPPA
GQYPVTLQPQKQVKENKTQPPAYQYWPPAELQYRPPPESEYEYPGMPPL
GQYPVTLQPQKQVKENKTQPPIAYQYWPPAELQYRPPPESEYEYPGMPPA
GQYPVTLQPQKQVKENKTQPPAYQYWPPAELQYRPPPESEYEYPGMPPL
GQYPVTLQPQKQVKENKTQPPIAYQYWPPAELQYRPSPESEYEYPGMPPA
SEYYQSTE I LHCLGPDNQESTQPMI TS I PLNLWGRDLLQEWEAE I TMP
SEYYQSTE I LHCLGPDNQESTQPMI TS I PLNLWGRDLLQEWEAE I TMP
SEYYQSTE I LHCLGPDNQESTQPMI TS I PLNLWGRDLLQEWEAE I TMP
SEYYQSTE I LHCLGPDNQESTQPMI TS I PLNLWGRDLLQEWEAE I TMPL

Anhang
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NCCIT-1
NCCIT-2
NCCIT-3
NCCIT-5
NCCIT-6
NCCIT-14
NCCIT-15
NCCIT-16
NCCIT-17
NCCIT-19
NCCIT-18
NCCIT-20
NCCIT-21
NCCIT-22
NCCIT-24

Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel

2-73
2-74
2-80
2-81
2-82
2-78
2-95
GH-36
GH-39
GH-40
GH-41

NCCIT-1
NCCIT-2
NCCIT-3
NCCIT-5
NCCIT-6
NCCIT-14
NCCIT-15
NCCIT-16
NCCIT-17
NCCIT-19
NCCIT-18
NCCIT-20
NCCIT-21
NCCIT-22
NCCIT-24

Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel

2-73
2-74
2-80
2-81
2-82
2-78
2-95
GH-36
GH-39
GH-40
GH-41

301 350
(260) [EQGRAPYPQPPIRRLNPTAPPSRQGSELHE I I DKSRKEGDTEAWQFPVTL
(260) [FQGRAPYPQPPLRRLNPTAPPSRQGSELHE I I DKSRKEGDTEAWQFPVTL
(170) [ELYSPTSQK IMUKMGY I PGKGLGKNEDG IKVPVEAK INQEREG I GYPF--
(260) [FQGRAPYPQPPLRRLNPTAPPSRQGSELHE I I DKSRKEGDTEAWQFPVTL
(239) [FQGRAPYPQPPLRRLNPTAPPSRQGSELHE I I DKSRKERDTDAWQFPVTL
(281) [FSYSPTSQKIMUKMGY IPGKGLGKNEDG IK I PVEAK INQEREG I GNPC—-
(260) [FQGRAPYPQPPLRRLNPTAPPSRQGSELHE I I DKSRKEGDTEAWQFPVTL
(269) [FQGRAPYPQPPLRRLNPTAPPSRQGSELHE I I DKSRKEGDTEAWQFPVTL
(237) [EQGRAPYPQPPLRRLNPTAPPSRQGSKLHE I I DESRKEGDTEAWQFPVTL
(170) [ELYSPTSQK IMUKMGY I PGKGLGKNEDG IKVPVEAK INQEREG I GYPF--
(239) [FQGRAPYPQPPLRRLNPTAPPSRQGSELHE I I DKSRKERRY - ———————-
(170) [ELYSPTSQK IMUKMGY I PGKGLGKNEDG IKVPVEAK INQEREG I GYPF—-
(281) [FSYSPTSQK IMUKMGY IPGKGLGKNEDG IK I PVEAK INQEREG I GNPC—-
(170) [ELYSPTSQK IMUKMGY I PGKGLGKNEDG IKVPVEAK INQEREG I GYPF--
(170) [ELYSPTSQK IMUKMGY I PGKGLGKNEDG IKVPVEAK INQEREG I GYPF--
(170) [ZSYSPTSQK IMUKMGY I PGKGLGKNEDG IK I PVEAK INQEREG I GNPC—-
(301) [FSYSPTSQK IMUKMGY IPGKGLGKNEDG IK IPVEAK INQEREG I GNPC—-
(237) [FQGRAPYPQPPLRRLNPTAPPSRQGSKLHE I I DESRKEGDTEAWQFPVTL
(237) [EQGRAPYPQPPLRRLNPTAPPSRQGSKLHE I I DESRKEGDTEAWQFPVTL
(237) [FQGRAPYPQPPLRRLNPTAPPSRQGSKLHE I I DESRKEGDTEAWQFPVTL
(237) [FQGRAPYPQPPLRRLNPTAPPSRQGSKLHE I I DESRKEGDTEAWQFPVTL
(237) [EQGRAPYPQPPLRRLNPTAPPSRQGSKLH-—— == === ——m—m o=
(170) [ELYSPTSQK IMUKMGY I PGKGLGKNEDG IKVPVEAK INQEREG I GYPF--
(170) [ELYSPTSQK IMUKMGY I PGKGLGKNEDG IKVPVEAK INQEREG I GYPF—-
(170) [ELYSPTSQK IMUKMGY I PGKGLGKNEDG IKVPVEAK INQEREG I GYPF—-
(170) [ELYSPTSQK IMUKMGY I PGKGLGKNEDG IKVPVEAK INQEREG I GYPF--

351 400
(310) EPMPPGE-EPKRESLPQLSQIQVFS IKMLKDMKEGVKQYGPNSPYMRHYR
(310) EPMPPEK-EPKRESLPQLSQIQSFR--NAKRYEEGVKQYGPNSL I--D--
(218) ——mmm o
(310) EPMPPEK-EPKRESLPQLSQIQSFR--NAKRYEEGVKQYGPNSL I--D--
(289) EPMPPEK-SPRGEPPTVEPDTSLFR-——=——————m—mmommmmmeme o
(329) —
(310) EPMPPEK-EPKRESLPQLSQIQSFR-——==—————=—mmmmmmme—
(319) EPMPPGEGAQEGEPPTVEARYSLFSIKMLKDMKEGVKQYGPTPL I-----
(287) EPMPPEKSPRGRASHS— === === —mm oo
(218) —
(280) — o
(218) ——mmm o
(8329) —
(218) —
(218) -
(218)
(349) —
(287) EPMPPEKSPRGRASHS— =~ === == —mm oo
(287) EPMPPEKSPRGRASHS— =~ === == —mm oo
(287) EPMPPEKSPRGRASHS— =~ === == —mm oo
(287) EPMPPEKSPRGRASHS— =~ === == —mm oo
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NCCIT-1
NCCIT-2
NCCIT-3
NCCIT-5
NCCIT-6
NCCIT-14
NCCIT-15
NCCIT-16
NCCIT-17
NCCIT-19
NCCIT-18
NCCIT-20
NCCIT-21
NCCIT-22
NCCIT-24

Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel

2-73
2-74
2-80
2-81
2-82
2-78
2-95
GH-36
GH-39
GH-40
GH-41

NCCIT-1
NCCIT-2
NCCIT-3
NCCIT-5
NCCIT-6
NCCIT-14
NCCIT-15
NCCIT-16
NCCIT-17
NCCIT-19
NCCIT-18
NCCIT-20
NCCIT-21
NCCIT-22
NCCIT-24

Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel
Mel

2-73
2-74
2-80
2-81
2-82
2-78
2-95
GH-36
GH-39
GH-40

(407)
(398)
(218)
(398)
(313)

(218)

401 450
F1AHD IDSSHDGE ILA1VFSHPSHLQLGLR--RVQERSENAATLGYHRMA
——1 IMLMTTHLWE ILAIVSLTSHLH---TGEWFRTVRDAASRNLCDHYRN

451 464
TSPLGNSVHKLLGG
WSIWGSYYV-———-
WSIWGSYYV-———-

GH-41 (218) ——————m—mmmm—-
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Nukleotidalignment aus dem env —Bereich zytoplasmatischer mRNA-Klone

C9_Env-1-2
C9_Env-1-3
C9_Env-1-1
GH_Env-4
GH_Env-12
GH_Env-3
GH_Env-11
GH_Env-5
GH_Env-8

C9_Env-1-2
C9_Env-1-3
C9_Env-1-1
GH_Env-4
GH_Env-12
GH_Env-3
GH_Env-11
GH_Env-5
GH_Env-8

C9_Env-1-2
C9_Env-1-3
C9_Env-1-1
GH_Env-4
GH_Env-12
GH_Env-3
GH_Env-11
GH_Env-5
GH_Env-8

C9_Env-1-2
C9_Env-1-3
C9_Env-1-1
GH_Env-4
GH_Env-12
GH_Env-3
GH_Env-11
GH_Env-5
GH_Env-8

C9_Env-1-2
C9_Env-1-3
C9_Env-1-1
GH_Env-4
GH_Env-12
GH_Env-3
GH_Env-11
GH_Env-5
GH_Env-8

C9_Env-1-2
C9_Env-1-3
C9_Env-1-1
GH_Env-4
GH_Env-12
GH_Env-3
GH_Env-11
GH_Env-5
GH_Env-8

@
€9
@
€9
€9
@
€9
@
@

(<1
(1)
(¢1)
(50)
(50)
(1)
(<L)
G

@

(101)
(101)
(101)
(100)
(100)
(101)
(101)
(101)

(¢D)

(151)
(151)
(151)
(150)
(150)
(151)
(151)
(151)

(¢D)

(201)
(201)
(201)
(200)
(200)
(201)
(201)
(201)

(¢D)

(251)
(251)
(251)
(250)
(250)
(251)
(251)
(251)

(22)

1 5
CCATTCAACTCTGAGTGGACACAGCACATGT TTCAGAGAGCACGGGGTTG
CCATTCAACTCTGAGTGGACACAGCACATGT TTCAGAGAGCACGGGGTTG
CCATTCAACTCTGAGTGGACACAGCACATGT TTCAGAGAGCACGGGGTTG
~CTGAGTGGACACAGCACATGTTTCAGAGAGCACGGGGTTG
~GGACACAGCACACGTTTCAGAGAGCACGGGGTTG
CCATTCAACTCTGAGTGGACACAGCACACGT TTCAGAGAGCACGGGGTTG
CCATTCAACTCTGAGTGGACACAGCACACGT TTCAGAGAGCACGGGGTTG

o

251 300
ETTCGGAGCTGTIGGGTACACCTGCAGACTAACABCAGACAAAACAGGCA
ETTCGGAGCTGTIGGGTACACCTGCAGACTAACABCAGACAAAACAGGCA
ETTCGGAGCTGTIGGGTACACCTGCAGACTAACABCAGACAAAACAGGCA
ETTCGGAGCTGTIGGGTACACCTGCAGACTAACABCAGACAAAACAGGCA
ETTCGGAGCTGTIGGGTACACCTGCAGACTAACABCAGACAAAACAGGCA
ETTCGGAGCTGTIGGGTACACCTGCAGACTAACABCAGACAAAACAGGCA
ETTCGGAGCTGTIGGGTACACCTGCAGACTAACABCAGACAAAACAGGCA
ETTCGGAGCTGTIGGGTACACCTGCAGACTAACABCAGACAAAACAGGCA
TTTCGGAGCTGTGGGGTACACCTGCAGACTAACACCAGACAAAACAGGCA

Anhang
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C9_Env-1-2
C9_Env-1-3
C9_Env-1-1
GH_Env-4
GH_Env-12
GH_Env-3
GH_Env-11
GH_Env-5
GH_Env-8

C9_Env-1-2
C9_Env-1-3
C9_Env-1-1
GH_Env-4
GH_Env-12
GH_Env-3
GH_Env-11
GH_Env-5
GH_Env-8

C9_Env-1-2
C9_Env-1-3
C9_Env-1-1
GH_Env-4
GH_Env-12
GH_Env-3
GH_Env-11
GH_Env-5
GH_Env-8

C9_Env-1-2
C9_Env-1-3
C9_Env-1-1
GH_Env-4
GH_Env-12
GH_Env-3
GH_Env-11
GH_Env-5
GH_Env-8

C9_Env-1-2
C9_Env-1-3
C9_Env-1-1
GH_Env-4
GH_Env-12
GH_Env-3
GH_Env-11
GH_Env-5
GH_Env-8

Nukleotidalignment 2 aus dem env —Bereich zytoplasmatischer mRNA-Klone

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

(301)
(301)
(301)
(300)
(300)
(301)
(301)
(301)

72)

(351)
(351)
(351)
(350)
(350)
(351)
(351)
(351)
(122)

(401)
(401)
(401)
(400)
(400)
(401)
(401)
(401)
(172)

(449)
(449)
(449)
(448)
(448)
(449)
(449)
(449)
(220)

(499)
(499)
(499)
(498)
(498)
(499)
(499)
(499)
(270)

1 50
(1) ---CTGEARNGCATCE-ACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTG
@ - GCATC--ACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTG
(1) ---TGGACEAGCATCE-ACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTG
(1) --CCATBACANGCATCE-ACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTG
(1) CCCGGABATTGCATCE-ACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTG
(1) CCTTACCANGGCATCE-ACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTG
(1) --TCTCCAERNGCATCE-ACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTG
(1) -CCCTGBARNGCATCEAACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTG
(1) -CTTTABAANGCATC—ACGCGTTGGGAGCTCTCCCATATGGTCGACCTG

301 350
CACAAGGATTAATATGAGATTTATAATCGTAGTACTTCCAATGGTCTTAA
CACAAGGATTAATATGAGATTTATAATCGTAGTCCTTCCAATGGTCTTAA
CACAAGGATTAATATGAGATTTATAATCGTAGTACTTCCAATGGTCTTAA
CACAAGGATTAATATGAGATTTATAATCGTAGTACTTCCAATGGTCTTAA
CACAAGGATTAATATGAGATTTATAATCGTAGTACTTCCAATGGTCTTAA
CACAAGGATTAATATGAGATTTATAATCGTAGTACTTCCAATGGTCTTAA
CACAAGGATTAATATGAGATTTATAATCGTAGTACTTCCAATGGTCTTAA
CACAAGGATTAATATGAGATTTATAATCGTAGTACTTCCAATGGTCTTAA
CACAAGGATTAATATGAGATTTATAATCGTAGTACTTCCAATGGTCTTAA

351 400
CCCAAGTGACAGGGTTAAGATTTGCGAGGCCATICAGCAACTCETGCAANT
CCCAAGTGACAGGGTTAAGATTTGCGAGGCCATICAGCAACTCETGCAANT
CCCAAGTGACAGGGTTAAGATTTGCGAGGCCATICAGCAACTCETGCAANT
CCCAAGTGACAGGGTTAAGATTTGCGAGGCCATICAGCAACTCETGCAANT
CCCAAGTGACAGGGTTAAGATTTGCGAGGCCATICAGCAACTCETGCAANT
CCCAAGTGACAGGGTTAAGATTTGCGAGGCCAACAGCAACTCETGCAANT
CCCAAGTGACAGGGTTAAGATTTGCGAGGCCATICAGCAACTCETGCAACT
CCCAAGTGACAGGGTTAAGATTTGCGAGGCCATICAGCAACTCETGCAANT
CCCAAGTGACAGGGTTAAGATTTGCGAGGCCATICAGCAACTCGTGCAANT

401 450
GCCTCAGTTCCTGGCA--CCAAATTTAAATGGGCTTTTGATGCTTCGAAA
GCCTCAGTTCCTGG--BACCAAATTTAAATGGGCTTTTGATGCTTCGAAA
GCCTCAGTTCCTGG--EBACCAAATTTAAATGGGCTTTTGATGCTTCGAAA
GCCTCAGTTCCTGG--EBACCAAATTTAAATGGGCTTTTGATGCTTCGAAA
GCCTCAGTTCCTGG--EBACCAAATTTAAATGGGCTTTTGATGCTTCGAAA
GCCTCAGTTCCTGG--BACCAAATTTAAATGGGCTTTTGATGCTTCGAAA
GCCTCAGTTCCTGG--BACCAAATTTAAATGGGCTTTTGATGCTTCGAAA
GCCTCAGTTCCTGG--BACCAAATTTAAATGGGCTTTTGATGCTTCGAAA
GCCTCAGTTCCTGG—BACCAAATTTAAATGGGCTTTTGATGCTTCGAAA

451 500
ATTTGTTCTTTTAATTTGGAAATGTETAAAGTGAGATTATCTTCTCTTCC
ATTTGTTCTTTTAATTTGGAAATGTETAAAGTGAGATTATCTTCTCTTCC
ATTTGTTCTTTTAATTTGGAAATGTETAAAGTGAGATTATCTTCTCTTCC
ATTTGTTCTTTTAATTTGGAAATGTETAAAGTGAGATTATCTTCTCTTCC
ATTTGTTCTTTTAATTTGGAAATGTETAAAGTGAGATTATCTTCTCTTCC
ATTTGTTCTTTTAATTTGGAAATGTETAAAGTGAGATTATCTTCTCTTCC
ATTTGTTCTTTTAATTTGGAAATGTETAAAGTGAGATTATCTTCTCTTCC
ATTTGTTCTTTTAATTTGGAAATGTETAAAGTGAGATTATCTTCTCTTCC
ATTTGTTCTTTTAATTTGGAAATGTTTAAAGTGAGATTATCTTCTCTTCC

501 545
CTGTAGATGGCGTCTAACCATGTCCCAGTGATGCTCAGACTCATT
CTGTAGATGGCGTCTAACCATGTCCCAGTGATGCTCAGACTCATT
CTGTAGATGGCGTCTAACCATGTCCCAGTGATGCTCAGACTCATT
CTGTAGATGGIIGTCTAACCATGTCCCAGTGATGCTCAGACTCATT
CTGTAGATGGIIGTCTAACCATGTCCCAGTGATGCTCAGACTCATT
CTGTAGATGGIGTCTAACCATGTCCCAGTGATGCTCAGACTCATT
CTGTAGATGGIIGTCTAACCATGTCCCAGTGATGCTCAGACTCATT
CTGTAGATGGIIGTCTAACCATGTCCCAGTGATGCTCAGACTCATT
CTGTAGATGGIIGTCTAACCATGTCCCAGTGATGCTCAGACTCATT
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GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

51 100
(47) CAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTGCTGTCAACGATACGCTAC---G
(39) CAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTECAGACTECEABACTATARGENGC
(47) CAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTECAGACTECEABACTATARCETGC
(48) CAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTECAGACTECEABACTATARGETGC
(50) CAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTECAGACTECEABACTATARCETGC
(50) CAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTECAGACTECEABACTATARCETGC
(48) CAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTECAGACTECEABACTATARCETGC
(50) CAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTECAGACTECEABACTATARCETGC
(48) CAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTECAGACTECEABACTATARGETGC

101 150
(94) TAACGGCATGACAGTGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAATTTTAAA-
(89) TEARRACTETABATTCUTTACT TECHT TEAT TOAACT TTTAATTBBEAAD
(97) TEARRATIGTAGATTCUTTACT TECATTBAT TGAACT TTTAATTEBEAAD
(98) TEARAATIGTAGATTCUTTACT TECA T TBAT TGAACT TTTAATTEGEAAD
(100) TEARAATIGTAGATTCOT TACTTEOA T TBAT TOAACT TTTAATTBEEAAD
(1009 TEARAATIGTAGATTCOT TACTTECK T TBAT TGAACT TTTAATTBGEAAD
(98) TEARAATIGTAGATTCUTTACT TECATTBAT TGAACT TTTAATTBEEAAD
(100) TEARAATIGTAGATTCOT TAGTTEOA T TBAT TGAACT TTTAATTBEEAAD
(95) TEARRATIGTAGATTCOTTAGTTECATTBAT TCARCT TTTAATTBEEAAD

151 200
(143) —---TTTTATTAAAGT-ACAG--AGTTAACAAGTTTTGAGTTTTTTATAT
(139) BCCETATTETECTEGTEABACEAAGABAGEEECTETECATCET TETETEE
(147) BCCETATTETECTEGTEAGACEAAGABAGBEECTETECATCCETETETEE
(148) BCCETATTETECTEGTEAGACEAAGABAGBEECTETECATCCCTETETEE
(150) ACCETATTETECTEGTEAGACEAAGABAGBEECTETECATCCCTETETEE
(150) ACCETATTETECTEGTEABACEAAGABAGBEECTETECATCCCTETETEE
(148) ACCETATTETECTEGTEAGACEAAGABAGBEECTETECATCECTETETEE
(150) ACCETATTETECTEGTEAGACEAAGABAGBEECTETECATCCCTETETEE
(148) ACCETATTETECTEGTEABAGEAAGABABEEECTETECATCEETETETES

201 250
(186) A-GGAAAAGCCTAGTCAA--TTCAGATGCTTTCTAGAAA-—-AATTAACA
(189) AlIGGABEGACCEINGEEAGEEE TCACCATNCEE TCEATANNIICACTEAAGHT
(197)
(198) AlIGGACCGACCENGEEAGEEE TCACCATICLE
(200) AlGGACEGACCENGEEAGELE

(200)
(198)
(200)
(198) AlIGGABEGACCATIGEEAGEEETCACCACCEETCEATARIITICACTEAAGT

251 300
TTAAAAAACAAATTAGAAATCCATGACTAAAGGGGGAAAATAACTTTCAAA

(230)
(239)
247)
(248)
(250)
(250)
(248)
(250)
(248)

301 350
(280) AGTTACCAAAATTCGAATCATATCAGAGACCATTATAAATT-TCAAACAG
(287) MGEAGTEARTATEEGATTAATIECAGTEACAGETABBECTEETETABCAG
(295) MGEAGTEARTATEEGANTAATIECAGTEACAGETACEEETEETETABCAG

(298) [MGCAGTEARTATEEGATTAATIECAGTEACACE
(296) NGEAGTEARTATEEGATTAATIECAGTEACAGETACBEETEETETABCAG

Anhang

145



GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

351 400
(329) TAGAT--TTACCACACATAT-TGCATTT--TCAAATTC--TAATG--TAG
(337) BAGHTECATEECACTCETETETHCABTCACTAAACTTIGETAATGATTEG
(345) BAGETECATEECACTCETETETHCABTCACTAAACTTIGETAATGATTEG
(346) BAGHTECATEECACTCETETETHCABTCACTAAACTTIGETAATGATTEG
(348) BAGETECATEECACTCETETETHCABTCACTAAACTTIGETAATGATTEG
(348) BAGHTECATEECACTCETETETHCABTCACTAAACTTIGETAATGATTEG
(346) BAGETECATEECACTCETETETHCABTCACTAAACTTIGETAATGATTEG
(348) BAGHTECATEECACTCETETETHCABTCACTAAACTTIGETAATGATTEG
(346) BAGETECATEECACICETETETHCABTCACTAAAETTIGETAATGATTEG

401 450
(370) CAAAACGTAACCACATAATT-TGG----CTACAGCTA--ATCGTTTCAGA
(387) CAAAARAATIICIACARGATTETGGAATICACAARCTAGTATHGATCAARA
(395) CAAAARAATICIACARGATTETGGAATICACAATCTAGTATHGATCAARA
(396) CAAAARAATICIEACARGATTETGGAATICACAATCTAGTATHGATCAARA
(398) CAAAARAATIICIACARGATTETGGAATICACAATCTAGTATHGATCAARA
(398) CAAAARAATICIACARGATTETGGAATICACAATCTAGTATHGATCAARA
(396) CAAAARAATICIACARGATTETGGAATICACAATCTAGTATHGATCAARA
(398) CAAAAGAATICEACAAGATTETGGAATTCACAATCTAGTATIGATCAARA
(396) CAAAAGEATICEACARGATTETGGAATICACAATCTAGTATIGATCAARA

451 500
(413) A-———- AA————— GTTTAAAAAATTAG-CAAA--GTTATATCTATA-——-
(437) ANGECAARTCAAAT TEAGATIET TAGACAAABIIG TEATIITEEATEEEAG
(445) ARTGECAARTCAAAT TEATGATICT TAGACAAAGIIG TEATII TEBATEEEAG
(446) ARTGECAARTCAAAT TEATGATICT TAGACAAACIIG TEATIITEBATEEEAG
(448) ARTGECAARTCAAAT TEATGATICT TAGACAAAGIIG TEATII TEGATEEEAG
(448) AIRTGECAARTCAAAT TEATGATICT TAGACAAACIIG TEATIITEBATEEEAG
(446) ARTGECAARTCAAAT TEATGATICT TAGACAAAGIIG TEATIITEGATEEEAG
(448) ARTGECAARTCAAAT TEATGATICT TAGACAAACIIG TEATIITEBATEEEAG
(446) A-AA-TTIA-A-TTAGICAAAIGTIATIT-AT-

550
(446) --AAACTTTTG----TAGT-—-——- TTTCTTTTTGCAAAGT -————- AAA
(487) BCABACTEATGAGENTAGAACATCET TTCEAGT TACAATIG TEACTGEAAT

(495)
(496)
(498)
(498)
(496)
(498)
(496)

ACABACTCATGAGCT TAGAACATCET TTCCAGT TACAATIGTEACTEEAAT
ACABACTCATGAGCT TAGAACATCET TTCCAGT TACAATIGTEACTEEAAT
ACABACTCATGAGCT TACAACATCET TTCCAGT TACAATIGTEACTEEAAT
ACABACTCATGAGCT TACGAACATCET TTCCAGT TACAATIGTEACTEEAAT
ACABACTCATGAGCT TAGAACATCET TTCCAGT TACAATIGTEACTEEAAT
ACABACTEATGAGCT TAGAACATCET TTCCAGT TACAATIGTEACTEEAAT
ACAGACTEATGAGCT TACRACATCET TTCEAGT TACAATIGTEACTEEAAT

551 600
(478) AAGGCTTAAATCTTTAATAAAGGAAAACAAAACAATCC-TCTTAA-ATTT
(537)
(545)
(546)
(548)
(548)
(546)
(548)
(546) AGGICAGATITETETANTACACCCCAAATITATAATEAGTCTEAGCATEA

601 650
(526) CTTATAAATAGCT---CTCCAG--ACATATATTACAA----ATCTG-CTG
(587) CTBEEACATECITAGACACCATETACABEEARGACAAGATAATCTCACTH
(595) CTBEEACATECIITAGACECCATETACABEEAAGACGAAGATAATCTCACTH
(596) CTBEEACATECIETAGACECCATETACABEEAAGACAAGATAATCTCACTH
(598) CTBEEACATECIITAGACECCATETACABBEAAGACGAAGATAATCTCACTH
(598) CTBEEACATECIETAGACECCATETACABEEAAGACAAGATAATCTCACTH
(596) CTBEEACATECIITAGACECCATETACABEEAAGACAAGATAATCTCACTH
(598) CTBEEACATECIETAGACECCATETACABEEAAGACAAGATAATCTCACTH
(596) CTEBEEACATECITAGACECCATETACABEEARGAGAAGATAATCTEACTH

Anhang
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GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

(566)
(637)
(645)
(646)
(648)
(648)
(646)
(648)
(646)

(612)
(687)
(695)
(696)
(698)
(698)
(696)
(698)
(696)

(652)
(737)
(745)
(746)
(748)
(748)
(746)
(748)
(746)

(695)
(787)
(795)
(796)
(798)
(798)
(795)
(798)
(796)

(742)
(837)
(845)
(846)
(848)
(848)
(845)
(848)
(846)

(790)
(887)
(895)
(896)
(898)
(898)
(895)
(898)
(896)

651 700
TAAGCTTTCTTTACCTGAGAGAAC--~--TTCCCAGGATCCTTTATCCCAA
TAGACATTTCCAART TAABAGAACAATT TRCEBAAGCATCAAAAGCCCAR
TAGACATTTCCAAATTAABAGAACAAAT T TRCEAAGCATCAAAAGCCCAR
TAGACATTTCCAARTTAABAGAACAATT TRCEAAGCATCAARAGCCCAR
TAGACATTHCCAAATTAABAGAACAAAT T TRCEAAGCATCAAAAGCCCAR

TAGACATTTCCAARTTAABAGAACKAATT TRCEAAGCATCAARAGCCCAR
TAGACATTTCCAAATTAABAGAACAAATT TRCEAAGCATCAAAAGCCCAR
TAGACATTTCCAARTTAABAGAACAATT TRCEAAGCATCAARAGCCCAR
TAGACATTICCAARTTAABAGAACKAATT TRCEANGCATCAARABCCCAR

701 750
AGGATTACCTTAAAGAGTTCTTCCATCATT---—-~- TTACTCATG---T
IFTAAATRTCE TECCAGCAAC TEAGECAAT TECABGAG T TEC TEBATGEEET
ITTAAATFTCE TECCAGCAAC TEAGECAAT TECABGAG TTECTEATGEEET
IFTAAATFTGE TECCAGGAAC TEAGECAATTECABGAG T TECTEATGEEET
ITTAAATFTCE TECCAGCAAC TEAGECAAT TECABGAG TTECTEATGEEET
IFTAAATFTCE TECCAGGAAC TEAGECAATTECABGAG T TECTEATGEEET
IFTAAATFTCE TECCAGGAAC TEAGECAAT TECABGAG TTEC TEATGEEET
IFTAAATFTCE TECCAGCAAC TEAGECAATTECABGAG T TEC TEATGEEET
IFTAARTIRTCE TECCACCAAC TEAGECAAT TECABGAG T TEC TBATGEEET

751 800
GAATATGATTAAAC---TCCTAJAG---AAGTGGATTGGGACATATGC-A
CECAAATCTTAAECETIE T CACTTEGETTAACACEATTGGAAGTAC TACEA
CECAAATCTTAAECETE T CACTTEGETTAACACEATTGGAAGTACTACEA
CECAAATCTTAAECETE T CACTAGGETTAACACEATTGGAAGTACGTACEA
CECAAATCTTAAECETE T CACCTEGETTAACACEATTCGAAGTACGTACEA
CECAAATCTTAACCETE T CACTTEGETTAACACEATTGGAAGTAC TACEA
CECAA-CTTAAECETE T CACTTEGETTAACACEATTCGAAGTACGTACEA
CECAARTCTTAACCETE T CACTTEGETTAACACEATTGGAAGTAC TACEA
CECAARTCTTAAECETE T CACTIGGETTAACACEATTGGAAGTACTACEA

801 850
TTCTTAATCTGCCCTTCC-CCATTTGTTTCT-TTCTGAAAGGATTTTG-C
TTATBAATCTECATATTRANCCHTETGTEECTET T TGICHGIIGT TAGHC
TTATBAATCTCATATTAATCCHTETGTEECTET T TGECHGIRIGT TAGHC
TTATBAATCTCATATTRATCCHTETGTEECTET T TGECHGIRIGT TAGHC
TTATBAATCTCATATTAATCCHTETGTEECTET T TGRCHGIRIGT TAGHC
TTAGIC

TTATBAATCTCATAT TARATCCETETGTEECTET T TGECIGITE
TTATBAATCTCATATTAATCCITETGTEECTET T TGECHGIRIGT TAGHC
TTATBAATCTCATATTRATCCHTETGTEECTET T TGECHGIRIGT TAGHC
TTATBAATCTCATATTRATCCITETGTEECTET T TGRCHGIRIGT TAGHC

851 900
TTAAGG--AAAAAAAAAGCTCTTTGGTAAAGGCCAAATATTTCAACCTTT
TBCAGGTGTACCEAABAGCT CEEAAGACACACCEACCATCEACAACEEEE
TBCAGGTGTACCEAACAGCT CEEAAGACACACCEACCATCEACAACEEEE
TBCAGGTGTACCEAACAGCT CEEAAGACACACCEACCATCEACAACEEEE
TBCAGGTGTACCEAACAGCT CEEAAGACACACCEACCATCEACAACEEEE
TBCAGGTGTACCEAACAGCT CEEAAGACACACCEACCATCEACAACEEEE
TBCAGGTGTACCEAACAGCT CEEAAGACACACCEACCATCEACAACEEEE
TBCAGGTGTACCEAACAGCT CEEAAGACACACCEACCATCEACAACEEEE
TECAGGTETACCEAACAGCT CEEAACACACACCEACCATCEACAACEEEE

901 950
CAAAATGAC--TG-CC--TCTGT--GAAAGAGT TGTTGAGAAAGAAGAAA
CATIGATGACBATCECEET TH TG TEEAAAAGARAAGEBECEAAATIGTIECEEA
CATGATGACBATCECEET TH TG TEEAAAAGARAAGEBECEAAATIGTECEEA
CATIGATGACBATCECEET TH TG TEEAAAAGARAAGEEC-AAATIGTECEEA
CATGATGACBATCECEET TH TG TEEAAAAGARAAGEBECEAAATIGTECEEA
CATIGATGACBATCECEET TH TG TEEAAAAGARAAGEEC-AAATIGTECEEA
CATGATGACBATCECEET TH TG TEEAAAAGARAAGBECEAAATIGTECEEA
CATGATGACBATGECEET TH TG TEEAAAAGARAAGEBECEAAATIGTECEEA
CATGATGACBATGECEET TH TG TEEAAAAGARARGEECEAAATIGTIECEEA
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GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

GH_3-18
Mel 2_3-2
Mel 2_3-3

NCCIT_3-25
Mel 2_3-5

Mel 2_3-6

Mel 2_3-4
NCCIT_3-26
NCCIT_3-27

951 1000
(833) AGBGAGAGAGAGAGAAAGGTCTABACATCEGIBTGAACAGCTCTCCAGTA
(937) ABAGEAAGAGAGATIGAGAT TG T TACTIGTETCTC TCIAGARAGAAGTACAT
(945) AR-GEAAGAGAGATICAGAT TG T TACTGTGICTC TGTAGARAGAAGTACAT
(945) ABAGEAAGAGAGATICAGAT TETIIGETGTGTCTC TCTASARAGAAGTACAT
(948) ABAGEAAGAGAGATICAGAT TG T TACTGTGICTG TGTAGARAGGAGTACAT
(947) ABAGEAAGAGAGATICAGAT TG T TACTGTGTCTC TCTAGARAGAAGTACAT
(945) ABAGCAAGAGAGATCAGATTETAC--------

(948) ABAGEAAGAGAGATICAGAT TG T TACTIGTGTICTC TCTAGARAGAAGTACAT
(946) ABAGEAAGAGAGATICAGAT TG TTACTGTGICTG TGTAGARAGAAGTACAT

1001 1050
(883) CTGTGA-AGTCAAAGGCCCAACATTABAGEGCGCA---CCTCTGCCT-GA
(987) ATAGGABACTCEATIIN - CINIATGE TCCTAACAAAARIICHTCTGCCT-GA
(994) ATAGGABACTCCANIN-CINIATG TACTAACAAAARTICHTCTGCCTHGA
(995) ATAGGABACTCCARIN-GITATG TACTAACAAAARTICETCTGCCTHGA
(998) ATAGGABACTCCATIN-CINIATG TACTAACAAAARTICHTCTGCCTHGA
(997) ATAGGABACTCCARI-GINTATG TACTAACAAAARTICETCTGCCTIGA
(987) ATAGGABACTCCAIN-GIAATG TACTAACAAAA-IICHTCTGCCTHGA
(998) ATGEGABACTCEARTENTGITATGTG TTA-GAABARTICETCTGCCTHGA
(996) BTGEGABACTCEATIN-CIIATGE TG TIAACAAAARIICETCTGCCTHGA

1051 1100
(928) AATAC---AABACTA--AGTTAACTAGCAH GTTACAGGAAA--T
(1035) BAT-CEGEAA-TICTATAACETIIACEEECACEEECEICETEIENCAAAGGT
(1043) BATECEGETA-TCTATGACCTACCEECAACETCETCETETCTCAAACAT
(1044) BATECEGETA-TCTATGACCTIEACCCECAACCECETCLETETCTCAAACAT
(1047) BATECEGETAATCTATGACCTACCECCAACCECETCLTETCTCAAACAT
(1046) BATECEGTTAATCTATGACCTIACCCCCAACCECETCLETETCTCAAACAT
(1035) BATECEGETAATCTATGACCTIACCECCAACCECETCLTETCTCAAACAT
(1047) BATECEGTTAATCTATGACCTIFACCEECAACCECETCLETETCTCAAACGT
(1045) BATECEGETAATCTATGACCTIRACCEECAACCECETCETETETCAAARGT

1101 1150
(965) AGCCT--—————- TCAG---JAAATTCCACBBBCCAAGTG--GCTACTGC
(1083) ENECTENETCAACT CAGAGTA-AATE- AT --AGBECTGTGEAG-AT-TGC
(1092) BTECTETCTCCACT CAGAGTTEAATE- -~ -ATABBCEGTGEAG-ATGTGCC
(1093) ENECTETGTC TACT CAGAGTTCAA TEEATTAACEECEG TGEAGEATETCC
(1097) EBEECTETCTCCACTCAGAGTTCAATEEATTAACEECEGTGEAGEATETGCC
(1096) EBNECTETCTCCACT CAGAGTTCAATEEATTAACEECEGTGEAGEATETCC
(1085) EBNECTETCTCCACT CAGAGTTCAATEGEATTAACEECEGTGEAGEATETGC
(1097) BEECTETCTCAACT CAGGETTEAATEEATTAACEECEGTGEAGEATETCC
(1095) ENECTETCTCAACT CAGGETTCAATEEATTAACCECEGTCEAGEATETGCC

1151 1200
(1002) ATTGT--CCCTGAAGAAGGAGGBCCCAGTGTTCTTTCTGGGTGTGTAAGG
(1127) ETTGT-BGGCAGANGECTGGAG-CABE-TGETC--TIAGG--TCATEACE
(1137) WTTCTIAAACAGATGEIICAAGECAGCATGETCE- TIAACAGICATEACE
(1143) WTTCTIRAAACAGATGEIICAAGECAGCATGETCEC TIIAACAGICATEACE
(1147) WTTCTIRAAACAGATGEIICAAGECAGCATGETCE- TIAACAGICATEACE
(1146) WTTCTIRAAACAGATGEIICAAGECAGCATGETCE- TIAACAGICATEACE
(1135) WTTCTIRAAACAGATGEIICAAGECAGCATGETCE- TIAACAGICATEACE
(1147) WTTCTIAAACAGATGEIICAAGECAGCATGETCE- TIAACAGICATEACE
(1145) WTTCTIRAAACAGATGETTCAAGECAGCATGETCE- TIAACAGICATEACE

1201 1250
(1050) TCTTAB-TTAGTT-CAAGGTTT---—— GT--BCCT---TCTTABTT--GT
(1170) ACTEETATCAGGTACAAGGABEANACTGEBANGCCTGGACCTEECTAGAGE
(1186) ACTEEE- TBANGT-CAAGTIACCEA - - - CEEACACAARAAC TECEEA-ACE
(1193) ACTECECTAANGT-CAAGTACCEA - - - GEEACACAAAAACTECGEA-ACE
(1196) ACTEEE- TAAGT-CAAGTIACCEA - - - CEGACACAAAAACTECEEA-ACE
(1195) ACTEEE- TAAGT-CAAGTACCCA - - - GEEACACAAAAACTECGEA-ACE
(1184) ACTEEE- TRAGT-CAAGTIACCEA - - - CEEACACAAAAACTECEEA-ACE
(1196) ACTEEE- TAAGT-CAAGTACCEA - - - GG - ACACAAAAACTE