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Einleitung

l.  Einleitung

1.1 Epigenetik

Der Begriff Epigenetik wurde 1942 erstmalig von @ahWaddington eingefihrt und definierte die
Wechselwirkung zwischen Genen und ihren Genproaufdte

Heute beschreibt der Begriff Epigenetik vererbbd@esdnderungen im Phéanotyp, die unabhangig
von der DNA- Sequenz von einer Generation zur N#&chsveiter gegeben werden (2;3). Die
Mechanismen der Epigenetik umfassen Modifikatiordsr DNA und Histone sowie nicht-
kodierende RNAs.

1.2 DNA- Methylierung

Die ,funfte Base* 5- Methylcytosin (5- mC) wurde idahre 1925 von Johnson und Coghill in der
DNA von Tuberkulose- Bakterien entdeckt (4) und 894 der Kalbsthymus- DNA durch
Hotchkiss (5) nachgewiesen.
In Bakterien besitzt die DNA- Methylierung eine 8tzfunktion. Wird bei einer Infektion mit
Bakteriophagen fremde DNA in die Wirtszelle einddsast, so wird diese von den
Restriktionsendonukleasen des Bakteriums abgeliaiat.bakterielle DNA ist hingegen durch
DNA- Methylierung vor dem Abbau geschutzt.
In Wirbeltieren erfolgt die DNA- Methylierung ausge3lich an der C5- Position des Cytosins
innerhalb der Dinukleotid- Sequenz 5°- CpG - 3'ctlubNA- Methyltransferasen (DNMT). Das
Dinukleotid CpG kommt im menschlichen Genom nuemem Finftel der geschatzten Haufigkeit
von 4% vor. Der Grund dafur ist, dass die meistpCFolgen (70%) methyliert sind und durch
spontane Deaminierung von 5- Methylcytosin Thymitsteht (6). Die Verteilung der CpG- Folgen
im menschlichen Genom ist nicht willktrlich und iglemaRig (6). Tatsachlich liegen die meisten
CpG- Folgen in Regionen stromaufwarts gelegen voene@ (CpG- Inseln). Vor aktiv
transkribierenden Genen oder vor Genen, die zurdsspon bereit sind, sind die CpG- Folgen nicht
methyliert (7), da eine Methylierung von Cytosineine Blockade der genetischen Aktivitat zur
Folge hat. Die wichtigste Funktion der DNA- Metleyling ist somit die langfristige Regulierung
der Genexpression (8). Allerdings sind DNA- Metbgling und Genexpression oftmals umgekehrt
korreliert (8-12).
Der erste Schritt der Ubertragung der Methylgruispeler nukleophile Angriff eines konservierten
Cysteins der DNMT und die damit verbundene kovadinhdung an das sechste Kohlenstoff C6
des Cytosin- Ringes. Danach kann die Methylgruppe $-adenosylmethionin (SAM) auf das nun
aktivierte funfte Kohlenstoffatom C5 des Cytosinnges Ubertragen werden.
DNMT werden in drei Arten unterteilt, die sowohtustturell als auch funktionell unterschiedlich
sind. Die Instandhaltungsmethylase (engl.: mainte@amethylase) DNMT1 halt wahrend der
semikonservativen DNA- Replikation (13) und der DNReparatur (14) das Methylierungsmuster
aufrecht, da sie bevorzugt hemimethylierte DNA Bin¢L5). Die DNMT 3A und 3B fungieren
hauptsachlich als Initiationsmethylasen (englle novo methylase) und etablieren neue
9
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Methylierungsmuster vorwiegend in der GametogeneseEmbryogenese (16). Der regulatorische
Faktor DNMT3L (engl.: Dnmt3- like protein) spieline essentielle Rolle als Cofaktor fie novo
Methylierungen der Methyltransferasen 3A und 3B-22]. Die Einteilung der DNMT st stark
vereinfacht, da die Methylasen Ubergreifende Fonlth haben (23).

Die DNMT2 methyliert Cytosin 38 in der Asparagireladenen Transfer- RNA am Cytosin 38 (24)
Bisher ist in Saugern kein eindeutiges Enzym fieaktive Demethylierung bekannt (Abbildung
1).

. o o
Pl ) Hoi A = o - o o el
e 0 = ¥ o L5
N % Dami N"G‘:-'J\ b W D
c | =+ |smc —.ﬂmﬂﬂ i )\c ﬂ
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Abbildung 1: DNA- Methylierung, Hydroxylierung und Demethylierung (25)
(A) Das Fragezeichen markiert die Mdglichkeit einer Btmlase, die bisher nicht gefunden wurde.
(B) Konversion von 5- mC zu 5- hmC durch den MLL- Fuasipartner TET1 (26).
(C) Bis jetzt ist es ungeklart, ob 5- hmC ein Zwischeder das Endprodukt von aktiver Demethylierung D&ts
Fragezeichen deutet eine mégliche Methylase- tgéteEntfernung der Hydroxymethylgruppe des C5.

5- Hydroxymethylcytosin (5- hmC) ist seit langens &akteriophagen- DNA bekannt (27-30), wo
es haufig durch Glykosylierung modifiziert wird, udie eigene Bakteriophagen- DNA vor dem
Abbau durch Restriktionsendonukleasen der infigreakterienzelle zu schitzen. Im Jahre 2009
konnten Kriaucionis und Heintz (31) 5- hmC in S&u@NA nachweisen. Ein hohes Niveau von 5-
hmC ist in neuronalen Purkinjezellen der Kleinhimde (31), in selbst- erneuernden und
pluripotenten Stammzellen zu finden (26;32). Eidumertes Niveau von 5- hmC ist dagegen in
den meisten Tumorzelllinien vorhanden (33-35). Dimwandlung von 5- mC zu 5- hmC erfolgt
durch die Oxidation von 5-mC durch TET (engl.: televen translocation) Proteinen (36), TET1, 2
und 3. Eine Inaktivierung von TET2 durch Mutatid@init zu einer verminderten Menge an 5- hmC
in verschiedenen Myeloischen Leuké&mien (37;38)eEstudie aus dem Jahr 2012 zeigt, dass in
Melanomen der Verlust von 5- hmC ein epigenetis&hemarker sein kann. In diesen Krebszellen
sind die Isocitratdehydrogenase 2 (IDH2) und did-TEnzyme herunter reguliert. Im Tiermodell
zeigt eine Uberexpression von IDH2 und TET2 einpsimpierendes Tumorwachstum (39). Die
Entdeckung von 5- hmC bringt eine zusatzliche Ebendie Komplexitat der epigenetischen
Regulation der DNA- Methylierung ein.

Ein Nachweis von 5- mC in der DNA ist durch die Wendung der beiden isoschizomeren
Restriktionsenzyme Hpall und Mspl moglich. Hpall und Mspl besitzen die gleiche
Erkennungssequenz 5- CCGG- 3', allerdings Wwipdll durch 5- mC im 3’-gelegenen C Atom der
Erkennungssequenz gehemmt und kann die DNA an thle Shicht schneidenMspl kann
unabhangig von 5- mC die DNA schneiden (40). Dechiial dieser Methode besteht darin, dass
nur CpG- Folgen in einer Erkennungssequenz von yhetangssensitiven Restriktionsenzymen
untersucht werden kdnnen. Etwa 10- 15% aller Cpskgdn liegen in so einer Sequenz.

10
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Die heute standardmafig angewandte Methode zurrdditeung von 5- mC ist die Bisulfit-
Konversion genomischer DNA (41). Das Prinzip diggethode besteht darin, dass zunachst alle
nicht- methylierten Cytosine in Uracil (Abbildung @nd nach der anschlielRenden PCR in Thymin
umgewandelt werden. Die Amplifikationsprodukte waralann kloniert und fiinf bis zehn einzelne
Klone sequenziert. Bei der Auswertung der Sequemzigsind alle Cytosine aul3erhalb von CpG-
Folgen sowie nicht- methylierte Cytosine in CpG-lgem in Thymine umgewandelt. Alle
methylierten Cytosine bleiben dagegen unreaktiv simdtl auch als Cytosine in der Sequenz
erkennbar. Der Vorteil dieser Methode ist es, dasan alle CpG- Folgen auf ihren
Methylierungsstatus untersuchen kann.

STEP 1
WH; Sulphonation HHy
nZ -
| =
OH
o o 50,
N
N H
Cytosine Cytosine
sulphonate
Hy $TEP
ydrolytic
Daamlnatiun
o
H M50 o
—_—
‘ 08
o o S0,
N STEP 3 :
Alkali
Uracil Desulphonation Uracil

sulphonate

Abbildung 2: Die einzelnen Schritte der Bisulfit- Konversion (42)

1.3  Chromatin- Organisation und Histon- Modifikationen

In allen Eukaryoten ist das Chromatin das Grundgjerdn wichtigen Prozessen wie Transkription,
Replikation und DNA- Reparatur. Das Chromatin beistaus Nucleosomen, die aus einem
Proteinkern mit je zwei der Histone H2A, H2B, H3duH4 bestehen, dem sogenannten Histon-
Oktamer. Das Histon- Oktamer ist von 147bp linkggger DNA in 1,67 Windungen umschlossen
und zwei der benachbarten Histone sind durch e(ie60bp lange Verbindungs- DNA (engl.:
linker DNA) miteinander verbunden. Die EintrittsadiAustrittsstelle der DNA ist durch das Histon
H1 Uberdeckt, welches auf der Kerneinheit (engirearticle) liegt. Das Histon H1 ist fur die
Verpackung der Nukleosomen von der 11lnm zur 30OnmerFavichtig. Dieser Ubergang ist
reversibel, wobei nur die 11nm Faser transkribiegtden kann. Die Chromatinstruktur ist wichtig
fur die Genregulation und wird durch Histon- Mokli#tionen erreicht (43;44). Im dicht gepackten
Heterochromatin befinden sich die weitestgeherligsiegten Gene, und im lockeren Euchromatin
die aktiven Gene. Alle Histone haben einen ahnhcAefbau mit einer anndhernd globularen
Doméane im Zentrum und mit flexiblen amino- und casyderminalen Armen. Histone besitzen
einen hohen Anteil der basischen Aminosauren AngiSeerin und Lysin an den flexiblen Armen,
die auf verschiedene Art und Weise modifiziert veerdkdonnen. Histon- Acetyl- Transferasen

(HATSs) ubertragen Acetylgruppen von Acetyl- CoA dui$ zu vier Lysinreste der Histone H2A,
11
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H2b, H3 und H4 und aktivieren damit die GenexpressHiston- Deacetylasen (HDACs) kdnnen
diese wiederum entfernen und somit den Chromatahade wieder genetisch stilllegen.
Proteinkinasen phosphorylieren Serin- Seitenketien Histone H2A und H3 und Protein-
Phosphatasen entfernen die Phosphatgruppen widdésn- Methylierung erfolgt nur an Arginin-
und Lysin- Resten und kann sowohl aktivierend (Mi¢ghung am Lysin 4 von H3) als
reprimierend (Lysin 9 von H3) wirken. Durch das @mmsnenspiel verschiedener Histon-
Modifikationen entsteht ein komplexer Histon- Codeéer wichtig fir die Kontrolle der
Genexpression ist (44).

1.4 RNA- Interferenz

Als nicht- kodierende RNAs (ncRNAs) werden RNAs dielnet, die zwar von der DNA
transkribiert aber nicht in Protein translatiertrdan. Viele von den ncRNAs sind in der Regulation
von anderen RNAs, wie Boten- RNA (mRNA), Transf&NA (tRNA) und ribosomaler RNA
(rRNA), beteiligt. Die kleinen ncRNAs (Lange von. @5 Nukleotiden), wie microRNA (miRNA)
und short interfering RNA (siRNA), und die langeoRNAs (Lange von uber 200 Nukleotiden)
regulieren ebenso wie DNA- Methylierung und Histoktodifikationen die Genexpression
epigenetisch (45). Die RNA- Interferenz ist ein Magismus um Gene zielgerichtet abzuschalten.
Dabei bilden einzelstrangige RNAs (ssRNA) durch I&&n kurze, nicht vollstédndige
doppelstrangige RNAs (dsRNA), die durch die RNasé Endoribonuklease (Dicer)
zurechtgeschnitten werden. Nach Strangabbau weddereinzelstrangigen RNA- Stiicke vom
RNA- induzierten Stilllegungskomplex RISC (engl.NR- induced silencing complex) an die
MRNA mit der komplementéren Zielsequenz geleitet die mRNA in der Mitte dieser Region
gespalten. Bei miRNAs erfolgt die Bindung an di®&l'BR (nicht- translatierte Region), was eine
Translation der der mRNA verhindert. Allerdingstgéis auch Ausnahmen, bei denen eine Bindung
von MiRNA an die mRNA zu einer Aktivierung der Tséation fuhrt (46;47). Durch bidirektionale
Transkription entstehen siRNAs, die durch direBiedung an die DNA die Transkription
verhindert. Lange ncRNAs sind hauptséchlich beiXte€hromosom Inaktivierung in Saugetieren
beteiligt.
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1.5 Langfristige Genabschaltung

DNMT and HDAC connection DNMT and HMT connection

Propagation of
silenced epigenetic states

MBD and HDAC conneection MBI and HMT conneetion

Abbildung 3: Interaktion von DNA- Methylierung und Chromatin- Modifikationen fir die langfristige
Genabschaltung (48)

Ein mdglicher Mechanismus fir die Genstilllegungirs Abbildung 3 dargestellt. In der ersten
Phase fuhrt das Zusammenspiel von DNMTs mit HDAG<®iner Histon- Deacetylierung und in
einigen Fallen zu DNA- Methylierung, die zu eineerdichtung des Chromatins und damit zum
Abschalten der Genexpression fuhren. Eine Methytigram Lysin 9 im Histon H3 (H3K9) fihrt
ebenfalls zu einer DNA- Methylierung (49;50). Durcbas Adapter- Protein HP 1
(Heterochromatin- Protein 1) kann die DNMT mit defiston- Methyltransferase (HMT)
interagieren (51;52). In der zweiten Phase fuhet iethylierung in den CpG- Folgen zu einer
Erkennung und Bindung mit Methyl- CpG- Bindungsdoé&Proteinen (MBD)(53). Die MBD-
Proteine sind mit HDAC und dem H3K9/ HP 1- Systessaziiert (54;55) und begiinstigen so eine
H3K9- Methylierung. Um die transkriptionelle Repsesy aufrecht zu erhalten, sind DNA-
Methylierung, Histon- Deacetylierung und H3K9- Mgibrung in einem selbsterhaltenen
epigenetischen Kreislauf miteinander verbunden.

1.6 Integration fremder DNA in das Wirtsgenom

Die Integration von fremder DNA in ein Wirtsgenorst iein haufiges Ereignis. Bakterien
beispielsweise nehmen oftmals fremde DNA auf umel8ensvorteile gegeniber anderen
Bakterien zu erhalten (Antibiotika- Resistenz).

Ein Modell fur die Integration von fremder DNA idie Integration von Adenovirus Typ 12 in
Hamsterzellen. Die Infektion von Hamsterzellen mAidl2 verlauft abortiv (56). Allerdings
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integriert das Virus sein Genom in das der Hamstlenrz (57-61) und fuhrt vermutlich zu
Tumorbildung in neugeborenen Hamstern (62;63). Olearakteristika der Adenovirus DNA-
Integration in Ad12- induzierten Hamstertumore dwidende:

A) Viele, oftmals vollstandige, Kopien des Adl12- Gemsomerden integriert. Freie virale
Genome werden nicht gefunden.

B) Ad12- induzierte Tumore haben einen Ursprung, \aéé Tumorzellen identische virale
Integrationsmuster zeigen. Die Muster sind unteestiich in verschiedenen Tumoren.

C) Die Integration passiert durch heterologe Rekontlmnamit der bevorzugten Nutzung von
kleinen Ubereinstimmungen in der DNA- Sequenz dégsgenoms mit der viralen Ad12-
Sequenz. Bevorzugte Integrationsstellen sind trgotsdnell aktive Regionen im
Wirtsgenom (64). Manchmal kommt es zu Deletionedanzellularen DNA.

D) In Adenovirus- transformierten Zellen und Ad12- umcerten Tumorzellen werden die
frihen viralen Gene noch transkribiert, wahrendgigten komplett abgeschaltet sind. Die
differentiellede novo Methylierung spielt eine gro3e Rolle bei der laisigen Abschaltung
von integrierter viraler DNA (11;65). Integrierted®A2- Genome sind wie zellulare DNA mit
Nukleosomen organisiert (65).

Auch das Wirtsgenom wird durch die Integration yoemder DNA massiv beeinflusst. In Ad12-
transformierten Hamsterzellen kommt es teilweise etheblichen Verdnderungen im
Methylierungsmuster endogener retroviraler DNA-@8aten und anderen Genombereichen. Dafur
muss die Fremd- DNA nicht dauerhaft im Wirtsgenondspnt sein. Die Veranderungen im
zellularen Methylierungsmuster findet man auch daoch, wenn die integrierte Fremd- DNA
verloren gegangen ist (66). Vorwiegend auf den émir&rmen der Hamsterchromosomen befinden
sich Kopien des Retrotransposons IAP (engl.: imgtamal A particle) (67) (68). Nach einer
Integration von Ad12 kommt es dort zu starken Vdeiangen im Methylierungsmuster (66;69).
Eine Integration von fremder DNA kann sowohl Auswingen auf die Transkription von Genen in
der N&he und auch auf Gene in weiter entfernt geleg Bereichen des Wirtsgenoms haben
(66;69;70).

1.7 Retroelemente

Transponierbare mobile Elemente machen 45% desamleteen Genoms aus (71). Die Einteilung
der transposablen Elemente erfolgt aufgrund vowmksirellen und funktionalen Merkmalen. Die
erste Gruppe sind Retrotransposons mit LTR (ehghg interspersed elements). Hierzu zahlen
endogene Retroviren wie HERV (engl.. human endogencetroviruses), die ca. 8% des
menschlichen Genoms ausmachen (71) und IAPs ausN#getier- Genom. Die zweite Gruppe
sind LTR- lose Retrotransposons mit der Fahigkeit autonomen Transposition, d. h. sie sind
selbst in der Lage sich im Genom zu verbreiten. \idghtigsten Vertreter sind LINEs (engl.: long
interspersed elements). Das L1 enthalt zwei offeeseraster (ORF1 und 2), gefolgt von einer
3’Nichtkodierungssequenz und einer Folge von AdeBiausteinen. ORF1 kodiert ein 40 kDa
gro3es RNA- Bindeprotein und ORF2 ein 150 kDa Mmoteit Domanen fur eine Endonuklease
und einer reversen Transkriptase. Das L1- Genom airch die RNA- Polymerase Il transkribiert.
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Fur die Transposition der RNA erfolgt zunachst 8chnitt in der Zielstelle der DNA, die als
Primer fur die reverse Transkriptase fungiert. €igeene RNA wird von reversen Transkriptasen als
Matrize benutzt (engl.: target primed reverse ttapton). Im menschlichen Genom gibt es etwa
520.000 L1- Sequenzen, allerdings sind die memgtenihnen verstimmelt. Ihnen fehlen Teile der
5" Halfte, vermutlich durch eine unvollstandigeaese Transkription (72).

Die letze Gruppe umfassen LTR- lose Retrotranspmstie sich nicht autonom tber das Genom
verteilen kdnnen. Vertreter dieser Gruppe sind SIKEhgl.: short interspersed elements) mit einer
Lange von ca. 300bp. Haufigste Vertreter im menslseh Genom sind Alu- Elemente mit mehr als
einer Million Kopien. Die RNA- Polymerase Il trakrébiert die RNA und diese wird mit Hilfe von
L1- Proteinen transponiert.

Schéatzungen zufolge erfolgt eine Transposition/daem jeder Generation und bleibt meist ohne
Folgen fir das Wirtsgenom. Allerdings kann es varkmen, dass eine Kopie eines L1- oder Alu-
Elements ins offene Leserasters eines Gens integmal schwere Erkrankungen auslost. Ein
Beispiel ist die Integration von L1 in das FaktdiHl- Gen als Ursache fur die Bluterkrankheit
(Hamophilie) (73).

1.8 Retroviren

Retroviren konnen aufgrund ihres Ubertragungsmoiiusexogene und endogene Retroviren
eingeteilt werden. Exogene Retroviren besitzenhirem Genom alle Informationen, die fir den
Ablauf eines Infektionszyklus mit Freisetzung vafektiésen Viruspartikeln gebraucht werden. Sie
werden horizontal durch Infektion Ubertragen. Eretwg Retroviren sind fest im Wirtsgenom
verankert und werden vertikal durch Vererbung Ublee Keimbahn weitergegeben. Unter
bestimmten Umstanden konnen endogene Retroviregearo infektiose Partikel bilden. Die
meisten sind allerdings soweit deformiert, dassnoah die LTR- Regionen noch vorhanden sind.
Weiterhin lasst sich die Familie dBetroviridae in sieben Generai-, -, y-, 6- unde- Retroviren,
sowie Lentiviren und Spumaviren einteilen.

Alle Retroviren besitzen ein einzelstrangiges RNgenom und das Enzym Reverse Transkriptase,
die 1970 unabh&ngig voneinander von Temin undBale beschrieben wurde (74;75).
Retrovirusinfektionen kommen Uberwiegend bei Witibetn vor, wo sie viele unterschiedliche
Symptome wie Tumorerkrankungen, Immundefizienzegurologische Defekte oder harmlose
Infektionsverlaufe hervorrufen kénnen.

Der prominentesten Vertreter beim Menschen sind Etieger des erworbenen Immundefekt-
Syndroms (AIDS) die HI- Viren (engl.: human immuedidiency virus), HIV- 1 und HIV- 2.
Neben HIV- 1 ist auch noch ein weiteres humanpaheg Virus bekannt, das humane T- Zell
Leukamievirus (HTLV).

1.9 Endogene Retroviren

Endogene Retroviren kommen sowohl im menschlicheea auch im Genom von anderen
Wirbeltieren vor. Sie durchlaufen keinen Replikatinyklus, sondern werden von Generation zu
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Generation in Form von Proviren weitergegeben. kammt an, dass humane endogene Retroviren
vor ca. 40 Millionen Jahren durch eine Keimzellkifen mit exogenen Retroviren in das
menschliche Genom gelangt sind (76). Durch das Wnsain von Mutationen und Deletionen im
Laufe der Zeit sind die meisten HERV defekt, aufghuer Zerstbrung des offenen Leserahmens
der viralen Proteine. Durch homologe Rekombinatamischen 5'und 3° LTR konnen die
kodierenden Bereiche verloren gehen und es entstehbtare LTRs. Der Ursprung der im
menschlichen Genom vorhandenen endogenen Retroliggh in der Verankerung einstiger
infektibser exogener Retroviren im Genom von Prenaorlaufern (77).

Die Benennung der HERVs erfolgt aufgrund der tRNK, an der Primerbindungsstelle die reverse
Transkription initiieren wirde. Der Einbuchstabeteoder Aminosédure der betreffenden tRNA
wird dabei verwendet. HERVs werden in 30 Familientedeilt (78) und aufgrund von
Sequenzhomologien den Genera exogener Retrovirgeominet. Die Mitglieder der HERV- K
Familie werden denp - Retroviren zugeordnet. Eine weitere Einteilungolgt Uber
Sequenzhomologien im Bereich ges$- Gens in die Gruppen HML- 1 bis HML- 10 (79;80).
Endogene Retroviren sind nicht mehr infektios,rdllegs gibt es eine begrenzte Anzahl an HERVs
mit dem Potential virale Produkte und Virus- &nmiicPartikel zu produzieren (81). Auswirkungen
von integrierten HERVs sind abhéangig vom Integragrt. Proviren oder abgeleitete Sequenzen
kénnen durch Enhancer- oder Promotor- Elementarar Aktivierung oder zum Funktionsverlust
von zellularen Genen fuhren (82;83). Ein Beispieldie Aktivierung eines Gens, ist die Integration
eines HERV- E- Elements in die Promotor- Region Aleylasegens. Dadurch kann Amylase nicht
nur im Pankreas sondern auch schon in der Spercisel@xprimiert werden (84).

In einigen Saugern werden replikationskompetentgoRieen mit Krebsformen in Verbindung
gebracht. Beispiele sind das murine Leukamievi®ITV) in Mausen und das JSRV (engl.:
jaagsiekte sheep retrovirus) in Schafen. Dieserv@dastieren sowohl exogen als auch endogen in
ihren jeweiligen Wirten (85;86).

Das humane endogene Retrovirus HERV- K HML- 2 besteis etwa 30 Proviren, von denen
einige grolRere Deletionen aufweisen und aus 109025.000 solitaren LTRs, die Uber das
gesamte menschliche Genom verteilt sind (80). HERVHML- 2 Proviren besitzen als einzige
endogene Retroviren vollstandige offene Leserahfiinealle viralen Gene (87;88).

HERV- K Partikel wurden in Teratokarzinom- Zelliem nachgewiesen und werden als HTDV-
Partikel (engl.: human teratocarcinoma deriveds)ihezeichnet.

Die Expression des HERV- W Env- Proteins (Syncylipin humanen Trophoblasten der Plazenta
fuhrt zu einer Trophoblasten- Zellfusion und Di#eeierung zum Syncytiotrophoblasten (89;90).
Das HERV- W Env- Protein ist ebenfalls mit dem EmRrotein Syncytin- 2 des endogenen
Retrovirus HERV- FRD an der Formation von Syncytphoblasten beteiligt (91). Syncytin- 2
tragt moglicherweise aufgrund seiner immunsuppvessiEigenschaften dazu bei, dass eine
AbstoRung des Embryos durch die Mutter verhindéd {89;91;92).
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1.10 HIV-1

Im Jahr 1983 wurde HIV- 1 zum ersten Mal durch Mientagnier und Francoise Barré-Sinoussi
vom Institut Pasteur in Paris (93) isoliert und dhegeben. Neben HIV- 2 (94) ist HIV- 1 als
Ausldser der erworbenen Immunschwache AIDS ideeifi worden. HIV- 1 gehdort zur Familie
der Lentiviren. Diese Viren zeichnen sich durcheeilange klinische Latenzphase und eine
persistierende Viramie aus.

1.10.1 Morphologie
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Abbildung 4: Schematischer Aufbau von HIV- 1 (95)

Die HIV- 1 Viruspartikel sind 100nm grof3 und vome Lipidhille umgeben mit 72 eingebetteten
env- Glykoproteinkomplexe. Diese bestehen aus eineansmembranprotein gp41l und einem
externen Anteil gp120. Die Innenseite der Membraml won Matrixproteinen (p17) ausgekleidet.
Im Inneren des Virus- Partikels findet man das &omé Kapsid, aufgebaut aus Kapsidproteinen
(p24), mit zwei Kopien des einzelstrangigen (+) RNAenoms. Die RNA- Genome liegen im
Komplex mit den Nukleokapsidproteinen (p7) und deversen Transkriptase vor. Neben der
reversen Transkriptase (RT) enthalt das Viruspalrtiloch Integrase und Protease zur Vermehrung
(96).
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Abbildung 5: Organisation des viralen Genoms (95)
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Das retrovirale Genom ist aufgebaut aus 5" LTR- g@dr env- LTR 3". Die LTR- Regionen sind
essentiell fur die Integration des viralen Genoms die Wirtszelle und werden im
Integrationsvorgang mit der zellularen DNA verbumdBie Gengyag (engl.: group- antigen) und
env (engl.: envelope) kodieren fur das Nukleokapsid digdGlykoproteine der Virushille. Dasl
Gen (engl.: polymerase) kodiert die RT, Integrasé Brotease. Die HIV- 1 RNA ist ca. 9kb lang
und enthalt noch sechs zusatzliche Gefe \jpu, vpr, tat, rev, nef). Nef, vif, vpr, undvpu sind zu
mindestensin vitro nicht fur die Virusreplikation noétig. Sie werdens aakzessorische Gene
bezeichnet. Die regulatorischen Proteiae(engl.: transactivator of transcriptionhd rev (engl.:
regulator of expression of virion proteins) akkurargn im Zellkern und binden an bestimmte
Stellen der viralen RNA. Dasit- Protein ist essentiell fur die Replikation desugi Die Proteine
tat undrev, stimulieren die Transkription von HIV- 1 DNA inN& und deren Elongation. Beide
sind auch fur den Transport der HIV- 1 RNA vom Keth ins Zytoplasma und fur die Translation
notwendig. Das regulatorische Proteigf (engl.: negative factor) induziert eine Herabragoh
von CD4 und HLA- Klasse- 1- Antigenen (97) an debe@lache infizierter Zellen, was ein
Entkommen des Virus vor dem Angriff von zytotoxieohl- Zellen begunstighlef kann auch die
Aktivierung von T- Zellen beeinflussen, indem est fAroteinen von Signaltransduktionsketten
interferiert (98). Die Stimulierung der HIV- 1 LTRasellularen und viralen Promotern erfolgt durch
vpr (engl.: viral protein rapid) und ist fur die Vimeplikation in nicht- teilenden Zellen, wie
Makrophagen, wichtig. Weiterhin wingpr fiir den Transport des viralen Praintegrationskexgs
zum Zellkern gebraucht (99) und kann Zellen in @& Phase des Zellzyklus arretieréfpu
(engl.: viral protein out) ist wichtig fur das ,bdithg”. HIV- 1 haftet an das Membranmolekdl
Tetherin und benutztpu um vollstédndig aus den Zellen freigesetzt zu wer(E00;101). Eine
weitere Funktion vorvpu ist die Beteiligung an der Degradation von CD41&p Komplexen,
damit geniigend gp160 bei der Neubildung von Vinowerhanden ist (102). Da# Protein (engl.:
viral infectivity factor) beeinflusst die Infektiddt der Nachkommenviren bei bestimmten
Zelltypen. Essentiell ist das Protein bei der Itiftgk von peripheren Blutlymphozyten um
infektiose Viren herzustellen (96;103).
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1.10.2Kilinik

Die Behandlung einer HIV- 1 Infektion erfolgt dureine medikamentdése Kombinationstherapie
von mindestens drei oder vier antiretroviralen \Wldtfen. Therapieschemata bestehen aus der
Kombination zweier nukleosidischer Reverse- Traipskse- Inhibitoren (NRTI) mit einem nicht-
nukleosidischen Reverse- Transkriptase- Hemmer (NNRder mit einem Proteasehemmer,
ebenso stehen noch Hemmstoffe fur die Integrasdiuraken Virusentritt zur Verfigung (104). Der
Vorteil bei dieser Strategie ist, dass moglichstesvoneinander unabhéngige Funktionen des Virus
angegriffen werden.

Eine erfolgreiche Kombinationstherapie hemmt digusiieplikation soweit, dass HIV- 1 mit
diagnostischen Methoden nicht mehr nachweisbdkigD Kopien pro ml Serum), allerdings kann
sie die Virusreplikation nicht vollstandig unteren. Eine Reduzierung der Viruslast kann die
Progression von AIDS verzogern.

Ein weiteres Problem der Therapie ist das raschiéreten von resistenten HIV- 1 Varianten.
Resistente Viren kdonnen durch die Inhibitoren nictghr in ihrer Replikation gehemmt werden,
deshalb wird wahrend der Therapie auf das AuftreenMutationen im Virusgenom (z.B. im Gen
der reversen Transkriptase oder der Protease) igtabtutationen werden durch Amplifikation des
entsprechenden Genomabschnitts durch PCR und efsstdler Sequenzierung nachgewiesen.
Werden Mutationen gefunden, so wird die Zusammensgt der Medikamente entsprechend
angepasst. Durch den Selektionsdruck der eingesetahtiretroviralen Medikamente nimmt
allerdings auch die Rate mit Infektionen durch henmesistente HIV- 1 Varianten zu (96).

Eine Eliminierung des Virus aus dem Wirtsgenom kdiemKombinationstherapie nicht bewirken.
HIV- 1 Proviren verbleiben als Reservoir in ruhemde Zellen, wo sie bereits seit der Frihphase
der Infektion integriert wurden. Wenn diese T- 2gllaktiviert werden, kommt es zur Produktion
von infektibsen Viruspartikeln, deswegen ist eshiig; Strategien zu finden, um dieses Reservoir
zu eliminieren.

Der Krankheitsverlauf einer HIV- 1 Infektion kann drei Phasen eingeteilt werden. Die erste
Phase (Primarinfektion) verlauft meist ohne Symmamd dauert ungefahr sechs Monate an. Die
Patienten produzieren in dieser Zeit groRe Virusyeanvon 18 bis 1¢ Genomaquivalenten pro ml
Blut, die CD4- Lymphozyten fallen voriibergehend auf unter 500efiepro pl und der CD4/ CD8-
Zellquotient verandert sich auf weniger als 0,5. diase Phase schliel3t sich ein mehrere Jahre
andauerndes Symptom freies Stadium der chronistiifektion an (Latenz). In Patienten lassen
sich spezifische HIV- 1 Antikérper und T- Lymphoggt nachweisen und infolge der antiviralen
Immunantwort sinkt die Viruslast im Blut unter 28*1Genomaquivalenten pro ml Blut. Aufgrund
der fortschreitenden Virusreplikation sinkt die Aht der CDZ4- Zellen langsam ab. Die
asymptomatische Phase dauert, bei etwa 50% dett mch antiretroviralen Medikamenten
behandelten HIV- 1 Infizierten, Gber 10 Jahre. Berein bis zwei Jahre, bevor sich die klinischen
Symptome von AIDS entwickeln, sinkt die Zahl der £D Zellen rapide ab und die
Viruskonzentration im Blut nimmt zu. In der drittdPhase der HIV- 1 Infektion treten die
klinischen Symptome von HIV- 1 und AIDS auf. Zu ddimischen Symptomen von HIV- 1 zahlen
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zum Beispiel Fieber, Hautausschlag, Geschwire inei@e der Mundschleimhaut, Nachtschweil3
und geschwollene Lymphknoten sowie ein Gewichtssgerlvon mehr als 2,5kg. AIDS-
definierende Erkrankungen bzw. opportunistischeektibnen sind zum Beispiel Tuberkulose,
Lungenentzindung, Pilzinfektionen der oberen Ategevend Entwicklung von Tumoren wie das
Kaposi- Sarkom. Fir gesunde Menschen sind oppatisiche Infektionen ungefahrlich, bei einem
HIV- 1 Infizierten, der durch die Virusinfektionregeschwachtes Immunsystem hat, todlich (96).
Die Entwicklung von AIDS nach einer HIV- 1 Infektidkann unterschiedliche Verlaufe haben. Ein
geringer Prozentsatz der Infizierten entwickeln Slihnerhalb der ersten 2 bis 3 Jahre nach der
Primarinfektion, sogenannte , rapid progressor€0%106). Eine andere Gruppe von HIV- 1
Infizierten sind die sogenannten ,long term nonpesgors® (LTNP). Diese Langzeit-
Uberlebenden zeigen keine klinischen Symptomersehir als 12 Jahre ohne eine antiretrovirale
Therapie erhalten zu haben (107-109). Allerdingsnkas auch nach einer 15 Jahre andauernden
Latenzphase zum Ausbruch von AIDS kommen (110). §meinsamer Mechanismus zum
Verhindern von AIDS existiert in den LTNPs nicht.

Einige sind mit HI- Viren infiziert, die eine inéfiente Replikation haben. Andere LTNPs
wiederum halten die Progression zu AIDS durch hateannd Zell- vermittelte Immunantworten in
Schach (110).

LTNPs haben eine Viruslast von unter 10.000 Genairatenten pro ml Blut und eine normale
Anzahl an CD2- Zellen (111), bei Nicht- Infizierten liegt der \Wewischen 450 und 1600 pro ml
Blut.

Eine besondere Gruppe innerhalb der LTNPs sind,Eige Controllers* (Elite- Kontrolleure),
deren Immunsystem halt die HIV- 1 Infektion Ubemezi langen Zeitraum unter Kontrolle. Die
Viruslast ist in dieser Gruppe sehr niedrig odercchawnicht mit diagnostischen Methoden
nachweisbar (112;113).
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1.10.3 Replikationszyklus
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des HIV- 1 Radikationszyklus (114)

Zu Beginn einer retroviralen Infektion ist die Arfitumg des viralerenv- Glykoproteins an den
CD4- Rezeptor auf CD4positiven Zellen des menschlichen ImmunsystemsTwieymphozyten,
Makrophagen und dendritischen Zellen. Der Eintrites HI- Virus resultiert in einer
Konformationsdnderung des gp120 um die BindungimaeneKo- Rezeptor CCR5 (Makrophagen)
oder CXCR4 (T- Lymphozyten) zu ermoglichen. Nachrugt Adsorption fusionieren die
Virusmembran mit der Wirtszellmembran. Das viralBlR Genom wird zusammen mit den
viralen Enzymen ins Zytoplasma entlassen und deevRNA durch die Reverse Transkriptase in
doppelstrangige DNA umgeschrieben. Die HIV- 1 DN&dnals pra- Integrationskomplex (PIC) in
den Zellkern transportiert, wo sie mit Hilfe deralen Integrase ins Wirtszellgenom integriert wird.
Die Provirus- DNA wird durch die zellulare RNA- Raierase Il transkribiert und es entstehen
zunachst mehrfach gesplei3te mRNAs, die nach ExperiZytoplasma translatiert werden. Im
Zytoplasma werden die regulatorischen Proteineréat,und nef synthetisiert und in den Zellkern
transportiert, um zu einer verstarkten Transkriptsmwie zur Bildung ungespleil3ter und einfach
gespleidter mRNAs zu fuhren. Diese werden nach Temsport in das Zytoplasma zur Translation
der viralen Strukturproteine, der akzessorischdgpgeptide und als Virusgenom verwendet. An der
Zytoplasmamembran lagern sich Virusgenome mit detekomponenten zusammen und es
kommt zur Knospung unreifer Virus- Partikel von dalloberflache. Die Reifung zu infektiosen

HI- Viren erfolgt Gber die Spaltung der gag- undylgpol- Vorlauferproteine durch die virale
Protease.
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1.10.4 Das HIV- 1 Provirus

Als Provirus wird das integrierte virale Erbgut behnet. Der Aufbau ist in Abbildung 7
dargestellt. Die LTRs flankieren die viralen Gensmigen und liegen an den Genomenden in
gleicher Orientierung vor. Sie erfillen regulatone Aufgaben und bestehen aus den U3 (engl.:
unique), R (engl.: redundant) und U5- Bereich€rs- aktive Sequenzen, wie Promotor- und
Enhancer- Elemente, welche die retrovirale Genesgova kontrollieren, sind vor allem im U3-
Bereich enthalten. In der U3- Region befindet smbenfalls eine Bindestelle fur NB
(Nuklearfaktor kB), ein Transaktivatorprotein. Nach Stimulierungs denmunsystems und der
Wirkung der Cytokine IL- 1 oder TNFe in T- Lymphozyten wird NkB aktiviert und leitet die
virale Genexpression ein. Bei HIV- 1 ist die dB- abhangige Genexpression sehr wichtig, da jede
Stimulierung des Immunsystems durch andere Infe&tiadie HIV- 1- Expression induziert. Durch
die gebildeten Virus- Partikel wird eine fortscheside Infektion von T- Zellen erreicht und diese
Zellpopulation weiter geschadigt. Im U3- Bereicliifbgen sich noch weitere Kontrollelemente, wie
Bindestellen flr die Transkriptionsfaktor Spl uras$ ddapterproteins Ap2. Nach dem U5- Bereich
folgt die Primerbindestelle (PBS) des Provirus, dar zellulare tRNA bindet, um die reverse
Transkriptase- Reaktion zu initiieren. Im 5°- Berebefindet sich auch das Verpackungssignal der
viralen RNA die¥- Site.

Promotor akzessorische  akzessorische
Enhancer Gene Gene  Poly(A)
U3 R US v N¢ U3 R US

a ro ol
ove — [ = e e E——_ = e

Abbildung 7: Aufbau des HIV- 1 Provirus (115)
gag- gruppenspezifische Antigenar,o= Proteasepol= Polymerasegnv= Membranproteine

HIV- 1 hat, wie alle anderen Lentiviren, einen hol@rad an CpG- Suppression, nur 20% des
statisch erwarteten CpG- Gehalts (116). Statistigshalysen zeigen, dass diese CpG Suppression
im HIV- 1 Genom auf evolutionére Selektion zuridkdwen ist (117). Die CpG- Dinukleotide sind
nicht gleichmagig Uber das virale Genom vertedhdern konzentrieren sich auf das 5° und das 3°
LTR. Viele der CpG- Dinukleotide im LTR sind esgelitfur die Virusreplikation, genauso wie fur
die Bindung von Transkriptionsfaktoren der Wirt$z€L18). Die Stilllegung der proviralen DNA
durch CpG- Methylierung wurde in anderen Retrovireme HTLV- 1, beschrieben (119). In
Zelllinien, die latent mit HIV- 1 infiziert sind,st das 5'LTR des Provirus hypermethyliert (120).
Eine Aktivierung der viralen Expression korrelienit einem Verlust der Methylierung im LTR
(121;122). Zwei CpG- Inseln im 5 Promotor scheinkesonders sensibel fir die CpG-
Methylierung zu sein. Die erste Insel enthélt Bstdéen flr Transkriptionsfaktoren (Spl, &8),
welche die virale Transkription initiieren. MBD2/DAC2- Bindestellen sind in der zweiten CpG-
Insel identifiziert worden. Die Rekrutierung diedagiden Faktoren resultiert in einer Cytosin-
Methylierung und damit zu einer anhaltenden Abgadnagl des HIV- 1 Provirus (122). Patienten mit
einer Viruslast unter der Nachweisgrenze (avirah)iszeigen eine hohere Anzahl an
hypermethylierten HIV- 1 Promotoren in ruhenden CO4 Zellen als in Patienten mit hoher

22



Einleitung

Viruslast unter HAART (hochaktiven antiretroviral@herapie) (121). In einer neueren Studie
wurde dagegen keine DNA- Hypermethylierung in awisthen Patienten gefunden (123). Eine
Erklarung fur diese Diskrepanz konnte am Zeitpudt Infektion in den Patienten liegen. DNA-
Methylierung ist vielleicht ein spates Ereignis ulas Abschalten von bereits latenten Viren zu
verstarken (124;125). In asymptomatischen Patientdie eine geringe Viruslast ohne

antiretrovirale Therapie haben, wurde ein gerin@ad an DNA- Methylierung gefunden,

wohingegen in AIDS- erkrankten Patienten keine DNMAethylierung im 5'LTR gefunden wurde

(126). Die bisher veroffentlichten Ergebnisse deud®, dass es neben der DNA- Methylierung
noch andere Mechanismen zur Abschaltung des HI\Rrdvirus gibt. Allerdings gibt es zum

momentanen Zeitpunkt zu wenige Studien zu dieseemigh
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Zielsetzung

Il.  Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit umfasst zwei thematischev@apunkte.

Im Rahmen des ersten Projektes sollten die Veranden von Retroelementen nach Integration
von fremder DNA in das menschliche Wirtsgenom wtent werden. Durch Versuche mit einer
Adenovirus 12 transformierten Hamster- Zelllinienkte unter anderem gezeigt werden, dass es zu
massiven Veranderungen im Methylierungsmuster imoRansposons (IAPs) kommt (66;69). Um
DNA- Methylierungsveranderungen nach einer Integnaton fremder DNA zu untersuchen, sollte
als Modell eine Tumorzelllinie mit einem Plasmidlst transfiziert und zu Einzelzellklonen weiter
kultiviert werden. Durch Bisulfit- Sequenzierung ngenischer DNA sollten der DNA-
Methylierungsstatus der endogenen Retroviren HERX¥/-und HERV- W sowie dem
Retrotransposon LINE 1 untersucht werden. Des \Wgitsollte durch GeneChip® Expressions-
Arrays nach Genom- weiten Veranderungen in ders{rg@anomischen Zellen gesucht werden.

Durch eine Behandlung mit antiretroviraler Therapied der Ausbruch von AIDS nach einer

HIV- 1 Infektion nur verzégert und nicht geheilteBnoch gibt es HIV- 1 infizierte Menschen, die
mit der Infektion mehr als 10 Jahre lang ohne Teraymptomfrei leben, sogenannte Langzeit-
Uberlebende (engl. long term nonprogressors; LTNPap zweite Projekt der Arbeit sollte nun
untersuchen, in wie weit epigenetische Prozesszjialpdie DNA- Methylierung, eine Rolle bei
der Kontrolle der HIV- 1 Infektion spielen. Dazulsen die DNA- Methylierungsmustern von

HIV-1 Proviren durch Bisulfit- Sequenzierung gensafier DNA in HIV- 1 Patienten in
unterschiedlichen Krankheitsstadien untersuchtraitdinander verglichen werden.
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. Material

3.1  Losungen, Puffer und Medien

3.1.1 Zellkultur

Ciprofloxacin, 2,35mg/ ml
In 170ml HOampuwa Wurden 0,4 g Ciprofloxacin- Hydrochlorid- Monohytgeldst, durch einen
0,22um Spritzenvorsatzfilter steril filtriert, z&1 2,5ml aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium (DMEM)

In 950m| HOampuwa Wurden 13,38g DMEM und 3,7g NaHGQeldst. Der pH- Wert von 7,05
wurde mit 25% HCI im Endvolumen von 1l eingesteldas Medium wurde mit einem 0,22um
Millidisk 10 Filtereinsatz steril filtriert. Vor Garauch wurde 10% fotales Kélberserum zugefugt.

Einfriermedium fur Eukaryotenzellen
Das entsprechende Zellkulturmedium wird, fur didllisée HCT- 116 DMEM mit 10% Glycerol
versetzt.

Geneticin, 50mg/ ml

In 10ml PBS wurden 500mg Geneticin- Sulfat (G41&50U/ mg) gelést und mit einem 0,22um
Spritzenvorsatzfilter steril filtriert. Aliquots wden bei -20°C eingefroren und konnten bis zu 5 Mal
hintereinander gefroren/ aufgetaut werden.

L- Glutamin, 50mg/ ml
In 11 HoOampuwaWurden 50g L- Glutamin im 37°C heil3en Wasserbadsgemit einem 0,22pum
Millidisk 10 Filtereinsatz steril filtriert, zu j8,5ml aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Lysis- Puffer:

Fur 100ml Lysis- Puffer wurden 1ml 10mM Tris HCI @;0, 5ml 25mM EDTA pH 8,0 und 5ml
0,5% SDS in 89ml bDampuwagelost.

Endkonzentration: 1M Tris HCI, 0,5M EDTA pH 8, @% SDS

Phosphat gepufferte Salzlosung (PBS)

In 91 HOwmiii- @ wurden 80g NaCl, 11,5g MdPO,- 2H,0, 29 KCI, 2g KHPO,, 4,9ml MgC} und
4,6ml 2M CaCj geldst. Im Endvolumen von 10l wurde der pH- We8& ihit 1M HCI eingestellt,
mit einem 0,22um Millidisk 10 Filtereinsatz filtrieund bei 4°C oder Raumtemperatur gelagert.
Endkonzentration: 136,89mM NaCl, 6,64mM N&0,, 2,68mM KCI, 1,47mM KHPQO,, 0,98mM
MgCly, 0,92mM Cad
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Phosphat gepufferte Salzlésung ohne Mgund Ca?* (PBSo)

In 91 HyOwmiii- o wurden 80g NaCl, 11,5g MdPOs,- 2H,0, 2g KCI und 2g KHPO, geldst. Im
Endvolumen von 10l wurde der pH- Wert 7,3 mit 1M I@hgestellt, mit einem 0,22um Millidisk
10 Filtereinsatz filtriert und bei 4°C oder Raumperatur gelagert.

Endkonzentration: 136,89mM NaCl, 6,64mM-N&0,, 2,68mM KCI, 1,47mM KHPO,

Streptomycin, 60mg/ ml und Penicillin, 99500U/ ml

In 83ml HOampuwa Wurden 5g Streptomycin- Sulfatsalz und 5g Peimc(B- Natriumsalz (1625U/
mg) geldst, durch einen 0,22um Spritzenvorsatefgteril filtriert, zu je 1ml aliquotiert und bei -
20°C gelagert.

Trypsin- EDTA

In 950m| HOampuwa Wurden 8g NacCl, 0,4g KCl, 0,1g pPOs- 2H,0, 1g D- (+) Glukose und 3g
Tris gel6st, der pH- Wert von 7,5 mit 25% HCI eisgdlit und 0,1g EDTA- Na2H,0, 1,29
Trypsin und 5ml Phenolrot dazu gegeben. Im Endveluwon 11 wurde der pH 7,5 nochmals mit
1M HCI eingestellt. Die Lésung mit einem 0,1um Milsk 10 Filtereinsatz steril filtriert und bei
4°C gelagert.

Endkonzentration: 136,89mM NaCl, 5,37mM KCI, 13é&88 NaCl, 5,37mM KCI, 0,56mM
Na2HPO4, 5,55mM D-(+)-Glukose, 24,77mM TRIS, &7 EDTA-Na2, 0,12% Trypsin w/v),
0,0005% Phenolrot (w/v)

Zellkulturmedium HCT- 116
Das DMEM fur die Zelllinie HCT- 116 wurde vor Gebich mit 10% FKS (v/v), 350ug/ ml L-
Glutamin und 120pg/ ml Streptomycin mit 199U/ mhiedlin versetzt.

3.1.2 Bakterienkultur

Ampicillin, 50mg/ ml
In 100ml HOampuwa wurden 5g Ampicillin- Natriumsalz gel6st, durch nen 0,2pum
Spritzenvorsatzfilter steril filtriert, zu je 2,5raliquotiert und bei -20°C gelagert.

0,5M CaCl:
0,379 wurden in 5ml pOampuwa gelost, steril filtriert mit einem 0,22um Spritzemsatzfilter, zu
50ul aliquotiert und bei -20°C gelagert.

DTT, 2,25M

In 5ml HyOwiii-  wurden 1,84g DTT und 250ul 1M Kaliumacetat gel@stpOul aliquotiert und bei
-20°C gelagert.

Endkonzentration: 2,25M DTT, 50mM Kaliumacetat
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100mM EDTA
0,199 wurden in 5ml pOwmiii- o gelost, steril filtriert mit einem 0,22um Spritzemsatzfilter und bei
4°C gelagert.

1M Glucose
0,99 D- (+) Glukose wurden in 5ml .Bwii- o geldst, steril filtriert mit einem 0,22pum
Spritzenvorsatzfilter und bei 4°C gelagert.

Inoue- Transformationspuffer

In 1l HxOwmiii- ¢ wurden 10,889 MnGi 4H,0, 2,29 CaGt 2H,0, 18,65g KCI und 20ml 0,5M
PIPES pH 6,7 geldst, mit einem 0,22um Millidisk Edtereinsatz steril filtriert, zu je 50ml
aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Endkonzentration: 55mM Mngl15mM CaCl, 250mM KCI, 10mM PIPES

1M Kaliumacetat (C,H3KO 2):
24,59 Kaliumacetat wurden in 250mb®igii- o geldst, steril filtriert mit einem 0,22um Millidis
10 Filtereinsatz und bei 4°C gelagert.

5M KOH
56,11g wurden in 200ml #ampuwa 9elost.

LB- Medium (Luria- Bertani Medium)

In 950mIl HOwii- o Wurden 10g Pepton aus Casein, 5g Hefeextrakt,&80l Nnd 16g Agar gelost,
der pH- Wert von 7,2 mit 5M NaOH eingestellt, abEhdvolumen aufgefullt, autoklaviert und bei
4°C gelagert.

Vor Gebrauch: 50pug/ ml Ampicillin (0,5ml Ampicilliauf 0,5 LB- Medium)

LM- Agarplatten

In 1I HoOwmiii- o Wurden 10g Pepton, 5g Hefeextrakt, 0,6g NaCl ubgl Agar geldst, autoklaviert
und auf 55°C abgekihlt. Vor dem Giel3en der Plattarden jeweils 10ml MgS©und MgC}
sowie das entsprechende Antibiotikum dazugegel@nl M- Agar wurden auf die Petrischalen
(9 10cm) pipettiert.

Ampicillin- Selektion 100pg/ ml Ampicillin (2ml Ampicillin auf 11 LM- Aga)

1M MgSO4- 6 Hzo
30g wurden in 250ml pOwiii- o gelost, steril filtriert mit einem 0,22um Millids10 Filtereinsatz
und bei 4°C gelagert.

1M MgCl 2 6 H,O

23,8g wurden in 250ml #Dwviii- o gelost, steril filtriert mit einem 0,22um Millids10 Filtereinsatz
und bei 4°C gelagert.
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0,5M MgCl,
0,5g wurden in 5ml bOwiii- o gelost, steril filtriert mit einem 0,22um Spritzemsatzfilter, zu 50l
aliquotiert und bei -20°C gelagert.

B- Mercaptoethanol, 1,22M

In 9047ul HOwii- o wurden 853ul 14,3M3- ME und 100pl 1M MOPS gel6st, zu je 50ul
aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Endkonzentration: 1,224 ME, 10mM MOPS

1M MOPS
20,99 MOPS wurden in 100mbBiii- o gelost.

NZY *- Medium

In 1I H.Owmiii- o Wurden 10g Pepton aus Casein, 50g HefeextraktgndaCl geldst, autoklaviert
und bei 4°C gelagert.

Vor Gebrauch wurden zu 10ml NZY+- Medium 125ul 1rg$@0,, 125ul 1M MgC} und 200ul 1M
D- (+) Glukose dazugegeben.

PIPES, 0,5M, pH 6,7

In 80ml H,Owmiii- o Wurden 15,19 PIPES gel6st, der pH- Wert von 6,750 KOH eingestellt, auf
100ml Endvolumen aufgefillt, mit einem 0,22um Miisk 10 Filtereinsatz steril filtriert, zu 20ml
aliquotiert und bei -20°C gelagert.

SOB- Medium

In 1I HoOwmiii- o wurden 20g Peptone aus Casein, 5g Hefeextrald, &l und 0,2g KCI geldst,
autoklaviert und dann bei 4°C gelagert.

Vor Gebrauch wurden zu 100ml Medium 1ml 1M Mg3¥ySQO, und 1ml 1M MgC} zugegeben.

3.1.3 Sonstige Lésungen

Chloroform/ Isoamylalkohol- Gemisch
Chloroform und Isoamylalkohol wurden im Verhaltrig:1 gemischt und bei Raumtemperatur
gelagert.

Desoxyribonukleosid- 5°- triphosphate, 10mM
Jeweils 10ul von 100mM dATP, dCTP, dTTP und dGTRde&n mit 60pl HOampuwa g€MIischt und
bei -20°C gelagert.

DNA- Ladepuffer, 6x
Fur 50ml wurden 30ml 100% Glycerol, 6ml 0,5M EDTR& pH 8,0, 1,5ml 1% Bromphenolblau,
1,5ml 1% Xylencyanol und 0,5ml 1m Tris- HCI pH gémischt und mit bFDampuwa aufgefullt.
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Endkonzentration: 60% Glycerol (v/ v), 60mM EDTA&adN0,03% Bromphenolblau (w/ v), 0,03%
Xylencyanol (w/ v), 10mM Tris- HCI

Natriumacetat- Lésung, 3M, pH 5,2

40,38g Natriumacetat- 3@ wurden in 80 ml bDwii. o gelost. Der pH 5,2 wurde mit Eisessig
eingestellt und mit bDwii- o auf 100ml Endvolumen aufgefillt, steril filtriemit einem 0,22pum
Millidisk 10 Filtereinsatz und bei Raumtemperatetagert.

RNase A, 10mg/ ml (DNase- frei)
In 10ml TE- Puffer pH 8,0 wurden 100mg RNase A ggld5min. lang im kochenden Wasserbad
erhitzt und nach langsamen Abkihlen zu je 1ml aligut und bei -20°C gelagert.

TBE- Puffer, 5x
In 51 HyOwiii- o Wurden 270g Tris, 137,59 Borséure und 100ml EDNA; pH 8,0 gelost.
Endkonzentration: 445mM Tris, 445mM Borsaure, 10@BDITA- Na pH 8,0

TE- Puffer, pH 8,0

Far 11 wurden 10ml 1M Tris- HCI pH 8,0 und 2ml 0,38DTA- N& pH 8,0 gel6st und der pH 8,0
mit 1M HCI eingestellt.

Endkonzentration: 210mM Tris- HCI pH 8,0, 10mM EDTR&, pH 8,0

3.2 Plasmide
pcDNA3.1(+) Life Technologies GmbH, Darmstadt
pJetl.2/ blunt Fermentas, St. Leon- Rot
pPEGFP- FMR1 Weber, S. 2007 (127)

3.3 Bakterienstamme

E. coli DH5a Life Technologies GmbH, Darmstadt

Genotyp:
F— f8dacZDM15 D(lacZYA-argF)U169deoR recAl endAl hsdR17 (rk—, mk+ phoA supE44thi-
1 gyrA96 relAl
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3.4  Zelllinien und DNA- Proben

3.4.1 Menschliche Zelllinien

HCT- 116 Méannliche Zelllinie eines Kolorektalkamaims; American Type Culture
Collection (ATCC) CCL- 247; LGC Standards, Wesel

3.4.2 DNA- Proben von HIV- 1 positiven und an AIDS erkrarkten Patienten

i Viruslast .
. Ethnische . CD4 Zellzahl Klinischer
Patient  Geschlecht Datum (Kopien/ HAART
Herkunft mi) (Zellen/mm3) Status

05/ 1996431 800 k. B. LTNP

04/ 2006250 623 k. B. LTNP

03/ 2001530 1774 k. B. LTNP

w-360° @ K 07/199621.130 972 k. B. LTNP
w-20" @ H 09/ 1997< 48 1174 k. B. Elite Controller

07/ 2006230 1146 k. B. Elite Controller

10/ 2002< 80 784 k. B. Elite Controller

03/ 2002< 80 n. b. k. B. Elite Controller

=
&
N
+O
3

07/ 2006< 80 1032 k. B. Elite Controller

TR16" & K 12/ 2006110 610 k. B. Elite Controller

DAT, EFV,
w-17 @ H 06/ 1999480.000 O NVE AIDS
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Chronische Infektior
901196 3 K 02/ 200938.000 n. v. k. B. verschiedene  Behandlunc
fehlgeschlagen
Chronische Infektion vor di

901251 © n. v. 02/ 200€63.000  n.v. k. B. . .
Behandlung, keine Resistenzen
Chronische Infektion vor di

901271* 3 K 02/ 2009130.000  n. v. k. B. Behandlung, keine Resistenzen

Chronische Infektion vor ein
901336* & K 02/ 200€470.000 n.v. k. B. Kurzzeit- Behandlung, kein

Resistenzen

Chronische Infektion vor ein
901448 3 K 02/ 200936.000 n. v. k. B. Kurzzeit- Behandlung, kein
Resistenzen
Chronische Infektion vor di
Behandlung, keine Resistenzen
Chrorische Infektion vor de
Behandlung, keine Resistenzen
Tabelle 1: DNA- Proben von HIV- 1 positiven und arAIDS erkrankten Patienten.
&= mannlich; 2= weiblich; AA= Afroamerikaner; K= Kaukasier; H= $fianic; n. v. = nicht verfugbar; n. b. = nicht
bestimmt; k. B. = keine Behandlung; LTNP = LangzBiberlebende(r) (engl.: long term nonprogressor),
NRTI = Nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inbitah;

NNRTI = Nichtnukleosidische Reverse-Transkriptasieitoren
# = DNA- Proben WIHS (Women’s Interagency HIV- L)

# = DNA- Proben Maple Leaf Clinic Cohort, Toronto,r@aa
### = DNA- Proben Virologie, Erlangen

901496 3 n. v. 02/ 200€670.000 n. v. k. B.

901448% 3 n. v. 02/ 2009180.000  n. v. k. B.

3.5 Primer

Alle Oligidesoxyribonukleotid- Primer wurden vong&ia- Aldrich, Taufkirchen hergestellt.

3.5.1 Primer zum Nachweis der Integration von pEGFP-FMR1und HIV- 1 im

Wirtsgenom
Primer Sequenz 5> 3’
Kan.pEGFP 5° Y ATG ATT GAA CAA GAT GGATT
Kan.pEGFP 3’ r TCA GAA GAACTC GTC AAC AA
Alul forward * % GCC TCC CAAAGT GCT GGG ATT ACA G
HIV- 1 gag reverse * r GCT CTC GCACCCATCTCTCTCC
LTR forward * vn GCC TCAATAAAG CTTGCCTTG A
LTR reverse * rn TCC ACA CTG ACT AAA AGG GTC TGA

Tabelle 2: Primer zum Nachweis der Integration vorpEGFP- FMR1 und HIV- 1 im Wirtsgenom.
v= Vorwarts- Primer; r= Rlckwarts- Primer; n= Prinfigr verschachtelte PCR; *(128)
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3.5.2 Primer zum Nachweis von HIV- 1 zirkulierenden Formean

Primer Sequenz 55 3’
MH535 ** % AAC TAG GGA ACC CAC TGC TTA AG
MH536 ** r TCC ACA GAT CAA GGATAT CTT GTC

Tabelle 3: Primer zum Nachweis von HIV- 1 zirkulieenden Formen
v= Vorwarts- Primer; r= Rlckwarts- Primer; **(129)

3.5.3 Sequenzierprimer

Primer Sequenz 55 3’

pJET1.2/blunt r AAG AAC ATC GAT TTT CCA TGG CAG
pEGFPo P1 v TGG AAG GGC TAATTC ACT CC
HXB2o P2 r CAC ACA CTACTT GAA GCA CTC AAG
HXB2o P3 vn AAG ATATCC TTG ATC TGT GG
HXB2o P4 rn CTT AAG CAG TGG GTT C

HXB2o P7a % AGT ACC AGT TGA GCC AGATA
HXB20 P8a r AGC TTT ATT GAG GCT TAA G

HXB2o P7i vn GGA GAG AACACCAGCTTGTT
HXB20 P8i rn CAG GCT CAG ATC TGG TCT AA
HXB2o P9 v GCATTC TGG ACA TAA GAC AA
HXB2o P10 r TTTGCCACAATTGAAACAC

HXB2o P11 vn ACC AAAGGAACCCTTTAGAG

HXB2o P12 rn TCTTTGGTTCCTAAAATTGC

HXB2o P13 v GAGAGACAGGCTAATTTTTT

HXB2o P14 r TTGACAGGTGTAGGTCCT

HXB2o P15 vn AGGGAAGATCTGGCCTTC

HXB2o P16 rn CCTATAGCTTTATGTCCACAGATTT

Tabelle 4: Sequenzier- Primer
v= Vorwarts- Primer; r= Rickwarts- Primer; n= Primfiér verschachtelte PCR

3.5.4 Primer fir Bisulfit -behandelte DNA

Primer Sequenz 55 3°

Line 1 L1.2 P1 v AGG AGT TAA GAT GGT YGA ATA G
L1.2 P2 r ACT AAA AAAACC ACTACTCTCT
L1.2 P3 vn GAATAGTTT YGGTTTATAGTTT
L1.2 P4 rn TTA AAT CTA CAAAAATTACT

HERV- K6 KP1 v AAT TTT TTA TAT TGT TTA TGA TGT AAA GAT
K P2 r ATA AAA CTA AAATAA AAAACATAT TTACTT
KP3 vn GTTTATATGTTT GTT TGT TGATTT TTT TTT
K P4 rn TTACTT TTAATT TAC CCC ATT ATC ACC CTA
K P5 % AGATTT TTG TTT ATATGT TTG TTT GTT GAT
K P6 r TCC CCC TCT TTT TAA AAA AAT TTT AAT AAA
K P7 vn ATAATT GTTTTG TGA TTT TGA TAT ATT TTT
K P8 rn TAA AAA ACATAT TTACTT TTAATT TTACTT
K P9 v TTT TGATGT TTT TGG AAG TTG TAT AAT AGA
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K P10 r TAT CCT CAT ATA AAA AAA ATT AAATCC ATA
K P11 vn TGA AAA TAT AAG GAA AAA ATT TTA GAA AGA
K P12 rn TTT TACTCCCTCTTT CAT ATCTTT TAACTT
K P13 \ TTT AGT TTT TGATGT TTT TGG AAG TTG TAT
K P14 r AAT ATC CTC ATA TAA AAA AAATTA AAT CCA
K P15 vn AAT GAA AAT ATA AGG AAA AAATTT TAG AAA
K P16 rn ACT ATTTTACTCCCT CTT TCATATCTT TTA
HERV- W W P1 v TTATAA ATT ATT TTA AGA ATT AAATGG GGA
W P2 r CTC AAC AAA AAAACC TAAATACTATTA AAA
W P3 vn ATTTTTTGG TTATTT TGT AAG ATT AAT TTA
W P4 rn AAA ATACCT TTAATATCATTA ACATCA AAT
W P5 \ TTATTATTT ATT GGATTAGGT TTT TTT AAA
W P6 r ATA AAC AAC AAA ACA AAC CAT ATA AAATAA
W P7 vn TTA AGT AGA TAG TTAGGG TTT GTG AAG TGT
W P8 rn ATA AAC AAC AAA ACA AAC CAT ATA AAATAA
W P9 v TAT AAG GAATTT ATT TTT GAG AAG AGG GAA
W P10 r TCC TCC AAA ACA ACT AAA ATT AAT CATTTT
W P11 vn AAG AAT TAT TTT ATT TTT GTG ATA TGG TAT
W P12 rn TTA CAT ACA TAC AAA AAA TAA CAA AAT AAT
HIV-1 HIV-1P1 \ TTTTTT TGG TTA GAT TAG ATT TGAGTT T
HIV-1 P2 r ATAATAATC TAAATT CTT CTAATC CTATCT

HIV- 1 P3 vn TTGTTT TGAGTG TTT TAAGTA GTG TGT GTT
HIV-1 P4 rn ATC CCAATATTT ATC TAC AAC CTT CTA ATA
HIV- 1 P5 Y TTT AAG AAT AGT TTT TGT TGT ATT TTT TAT
HIV-1P6a r ACA TTA AAC AAACTAACAACACTATTCTTT
HIV- 1 P7 vn AGT GAA TAG AGT TAG GTA GGG ATATTT ATT
HIV-1P8a rn AAT TCC TAA CTC CAATAC TAT AAAAAATTC
HIV-1P5a v AAT ATT GGT GGA ATT TTT TAT AGT ATT

HIV- 1 P6 r ACA CAA ACAACATTAATAACT ACT ATATTA
HIV-1P7a vn AGT TAG GAA TTA AAG AAT AGT GTT GTT AGT
HIV-1 P8 rn CTACTT ATAATT ACT CCATAT TTT TCC AAA
HIV-1 P9 v AGA AGA GGT TAA TAA AGG AGA GAA TAT TAG
HIV-1P10 r CAA ATC TAATCT AAC CAA AAA AAC CCA ATA
HIV-1P11 vn TTT GTT ATATTT TGT GAG TTT GTA TGG GAT
HIV-1P12 rn CAA ACA AAA AAC AAC TAC TTA TAT ACA AAA
HXB2B P1 v TGGAAGGGTTAATTTATTTT

HXB2B P2 r CACACTACTTAAAACACTCAAA

HXB2BP3 vn AAGATATTTTTGATTTGTGG

HXB2B P4 rn CTTAAACAATAAATTCCCTAAT

HXB2B P9 v GTATTTTGGATATAAGATAA

HXB2B P10 r TTAAAACACTTAACAATCT

HXB2B P11 vn GGATTAAAGGAATTTTTTAG

HXB2B P12 rn AATTACCTCTCTACATCATTATA

HXB2B P13 v TTATTAGAAGAGAGTTTTAG

HXB2B P14 r TTAACAAATATAAATCCTAC

HXB2B P15 vn GTTTGGGGTAGAGATAATAA

HXB2B P16 rn CCTATAACTTTATATCCACAAAT

Tabelle 5: Primer fur Bisulfit- behandelte DNA.
v= Vorwarts- Primer; r= Rickwarts- Primer; n= Prinfié verschachtelte PCR
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3.6 DNA- GroRenmarker

GeneRuler DNA Ladder Mix

3.7 Enzyme

Restriktionsendonukleasen und Puffer

Bglll (L0U/ul): 5°- AGATCT- 3

sonstige Enzyme

DNA Blunting Enzym
Phusion Polymerase
Proteinase K
Ribonuklease A

T4 DNA- Ligase

Taq Polymerase
Trypsin, 1:250

3.8 Chemikalien

Agar

Agarose

Ampicillin- Natriumsalz
Bacto- Trypton
Borsaure
Bromphenolblau
Chloroform

Desoxyribonukleosid- 5°- triphosphate
Dulbecco Modifiziertes Eagle Medium (DMEM)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
1, 4- Dithiothreitol (DTT)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Ethanol absolut
Ethanol vergallt
Ethidiumbromid, 1%
fotales Kalberserum (FKS)
Geneticin (50mg/ml)
Gentamycin- Sulfatsalz
D- (+)- Glukose

L- Glutamin

Glycerol, 99,5%
Glycerol, 100%
Hefeextrakt

Fermentas, St. Leont Ro

Fermentas, St. Leon- Rot

Fermentas, St. Leon- Rot

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Sigma- Aldrich, Taufkirchen

Sigma- Aldrich, Taufkirchen
Fermentas, St. Leon- Rot

Sigma- Aldrich, Taufkirchen

Gerbu, Wieblingen

Serva, Heidelberg
Carl Roth, Karlsruhe
Gerbu, Wieblingen
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma- Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt
Promegadistan, Wi, USA
Life dlenologies GmbH, Darmstadt
MerckDarmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlse
Merck, Darmstadt
Apotheke Erlangen
Sigma, Aldrich, Taufkirchen
Sigma- Aldrich, Tautken
Gibco, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Baker, Deventer, Niederlande
Calbiochem, La Jolla, CA, USA
Serva, Heidelberg
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HZOAmpuwa

Isoamylalkohol

Isopropanol (2- Propanol)
Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kalium- di- hydrogenphosphat
Kaliumhydroxid Platzchen
Kalziumchlorid- Dihydrat
Kanamycin

Magnesiumchlorid- Hexahydrat
Magnesiumsulfat
Manganchlorid- Tetrahydrat

2- MercaptoethanoB¢ ME), 99%
Minimum Essential Medium (MEM)

Fresenius Kabi, Bad Homburg v. d. H.
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gerbu, Wieblingen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Life, Technologies

3- [N- Morpholino] - propansulfonsaure (MOPS) CRdth, Karlsruhe

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat, ultrarein (SDS)
di-Natriumhydrogenphosphat- Dihydrat
Natriumhydroxid Platzchen

Penicillin G- Natriumsalz

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
MP Biomals; Aurora, OH, USA
Merck, Datawls

Carl Roth, Karlsruhe

Sigma- Aldrich, Tautthen

Phenol Biomol, Hamburg
Phenolrot Merck, Darmstadt
Piperazin- 1,2- bis[2- ethansulfonsaure] (PIPES) erdd, Darmstadt

Salzséaure, 25%

Streptomycin- Sulfatsalz

Tris- [hydroxymethyl] - aminomethan
Xylencyanol

3.9 Laborgerate

Bakterienbrutschrank
Bakterien- Inkubationsschittler:

Multitron 2

Stuart SI500
Chromato- Vue Transilluminator C- 62
DNA- Sequenziermaschine:

AbiPrism 3730 DNA Analyser
Eismaschine
Gel- Dokumentationssystem:

Herolab E.A.S.Y. RHHeraeus, Disseldorf
Gelkammern:

HUG6

HU10

HU25

DNA- Pocketblock
Handdispenser:

Multipette plus
Kuhlschrank:

Privileg Super Energiesparer
Labor- pH- Meter:

inoLab pH 720

Merck, Darmstadt
Sigma- Aldrich, Tauékien
Carl Roth,risauhe

Sigma- Aldrich, Taufkirchen

Memmert, Schwabach

Infors HAT, Bottmingen, Schweiz
Bibby Scientific Limited, Staffordish UK
Ultra- Violtoducts, San Gabriel, CA, USA

Applied Biosystems,rDatadt
Ziegra, Isernhagen

Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Biozym Scientific, Oldendorf

Eppendorf, Hamburg
Quelle, Furth

WTW, Weilheim
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Magnetruhrer:

RCT basic safety control IKAMAG
Mehrkanalpipetten:

8- Kanalpipette Research 300
12- Kanalpipette Research 100
12- Kanalpipette Research 300
Membran- Vakuumpumpe
Mikroskop:

Axovert 25
Mikrotiterplatten- Lesegerat:

Emax
Mikrowelle:

M 720
Netzgerate:

EPS 300

GPS 200/400
Nukleofector Il
PCR- Maschinen/ Thermozykler:

Mastercycler ep gradient S

Mastercycler pro S
Photometer:

BioPhotometer

NanoDrop 1000 Spectrophotometer
USA
Pipetten:

0, 1- 2ul

1- 10ul

1- 20, 10- 200, 100- 1000ul
Pipettierhelfer:

accu- jet- pro
Sterilbank Antair BSK 4
Taumel- Schattler 3011
Thermomixer 5436
Tiefkiihlschrank (-20°C):

Oko super
Tiefkahltruhe (-80°C):

Hera Freeze
Tischautoklav HRM- 242lI
Tischzentrifugen:

Uni- Fuge

Mini Spin

Biofuge Pico

5415 R

Rotina 38 R

Rotina 420 R
Uberkopfrotator 3025
Vortexer:

VF2

Vortex Genie 2
Waagen:

Feinwaage 1801 004

Prazisionswaage 1507 004
Wasserbader:

IKA- Werke, Staurf

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Vacuubrand, Wertheim

Zeiss, Jena
MWG- Biotech, Ebersberg
Miele, Gutersloh

GE Healthcare, Uppsala, Schweden
GE Healthcare, Uppsala, Schweden
Lonza, Koéln

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg
Thermo Fishereriic, Wilmington,

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Gilson, Villiers- Rel, Frankreich

Brand, Wertheim

Anthos Mikrosysteme, Kdln
GFL, Burgwedel
Eppendorf, Hamburg

Liebherr, Ochsenhausen

Heraeus, Dusseldorf
Becthai, Bangkok, Thailand

Carl Roth, Karlsruhe
Eppendorf, Hamburg
Heraeus, Dusseldorf
Eppendorf, Hamburg
Hettich, Tuttlingen
Hettich, Tuttlingen
GFL, Burgwedel

Janke& Kunkel, Staufen
Janke& Kunkel, Staufen

Sartorius, Gottingen
Sartorius, Gottingen
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1012

w22
Wasserfilteranlage Mill- & Plus
Zellinkubator Steri- Cult 200
Zellzahlgerat

Z2 Coulter Particle Count and Size Analyser

3.10 Labormaterialien

Combitip Plus: 0, 1, 0, 2, 10ml
Cryogefalie, 1,8ml
Gewebekulturplatte:

6-, 12-, 24-, 48-, 96- Lochplatten, F- Form
Glaswaren
Kuvetten:

Halb- Mikro- Klvette

UVette
Millidisk 10 Filtereinsatz: 0,1, 0,22um
Parafilm M
Pipettenspitzen:

kristall 0,5- 10l

gelb 1-200ul

blau 200- 1000ul

10ul mit Filter

20ul mit Filter

200! mit Filter

1250ul mit Filter
Polypropylen- Réhrchen, 14ml
Reaktionsgefalie:

0,2ml

0,5ml

1,5ml

1,5ml Schraubverschluf3

2,0ml
Rotkappréhrchen, 15, 50ml
Spritzenvorsatzfilter: 0,2um
Steri- Cup: 500ml, 0,22um
Toppits Alu- und Frischhaltefolie
Zahnstocher
Zellkulturflaschen Cellstar 25, 75émit Filter
Zellschaber

3.11 Kits und Reaktionssysteme

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

CloneJET™ PCR Cloning Kit
EpiTect Bisulfite Kit

MethylFlash™ Hydroxymethylated DNA QuantificationtK

GFL, Burgwedel
Stork- Tronic, Stuttgart
Millipore, Schwalbach
Forma Scientific, Mgta, OH, USA

Beak/ Coulter, Fullerton, CA, USA

Eppendorf, Hamburg
VWR, Darmstadt

GegiBio- One, Frickenhausen
Schott, Mainz und Brand, Wertheim

Sarstedt, Nimbrecht
Eppendorf, Hamburg
Millipor&chwalbach
Brand, Wertheim

Multimed Wicker, Kirchheim/ Tk
Sarstedt, Niimbrecht
Ratiolab, Dreieich
Peglab, Erlangen
Peglab, Erlangen
Nerbe Plus, Winsen/ Lube
Peglab, Erlangen
Greiner Bio- One, kgithausen

Biozym Scientific, Oldenburg
Carl Roth, Karlsruhe
Brand, Wertheim
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Sarstedt, Nimbrecht
Millipore, Schwalbach
Millipore, Schwalbach
Melitta, Minden
Neoten, Salzgitter
Greiner Bio- One, Frickenhausen
Corning Incorporated, Corning, NY, USA

AppliBiosystems, Darmstadt
Fermentas, St. Leon- Rot
Qiagen, Hilden
Epigentek, Farmingdale, NY,
USA
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Methylamp™ Global DNA Methylation Quantification Ki

Epigentek, Farmingdale, NY,
USA

MinElute® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden
Nukleofektor Kits Lonza, Koln
PureLink® HiPure Plasmid Maxiprep Kit Life Techngles, Darmstadt
QuickLyse Miniprep Kit Qiagen, Hilden
RNeasy® Mini Kit Qiagen, Hilden

3.12 Programme
CoreIDRAW® 12 Corel Corporation, Ottawa, ON, Kanada
Microsoft® Office 2007 Microsoft Corporation, Redndy WA, USA
Vector NTI® Advance 11 Life Technologies, Darmstadt
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V. Methoden
4.1 Etablierung stabil transfizierter Zelllinien

41.1 Zellkultur

Die von einem menschlichen Kolon Karzinom stammeneldinie HCT- 116 wurde bei 37°C, 5%
CO»- Atmosphéare und 80% Luftfeuchtigkeit in Dulbeccaisdifizierten Eagle Medium (DMEM)
mit 10% foétalem Kéalberserum, 350ug/ ml L-Glutamir20ug/ ml Streptomycin und 199U/ ml
Penicillin nach Standardmethoden kultiviert.

Die adharent wachsenden Zellen wurden passagiertnwlie Zellen in einer Schicht den Boden
vollstandig bedeckten (Vollkonfluenz). Zur weiten€ultivierung wurde die Zelllinie HCT- 116 1:4
geteilt. Nach etwa vier Tagen war die Vollkonfludred HCT- 116 erreicht.

4.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Um die Zellzahl zu bestimmen, wurde ein Beckmandl@o ,Z2 Coulter Particle Count and Size
Analyzer* verwendet. Zur Zellzahlbestimmung wurd&0ul Zellsuspension in einer 1:200
Verdinnung mit 0,9% NaCl eingesetzt.

4.1.3 Transfektion von HCT- 116 mit pEGFP- FMR1

HCT- 116 wurden mit dem linearisierten pPEGFP- FMiRtch Nucleofection® transfiziert. Dazu
wurden HCT- 116 geerntet und ein Aliquot zur Zdilb@stimmung genutzt. 1x 4@ellen pro
Nucleofections- Ansatz wurden 90x g 10min. langtamiert und der Uberstand verworfen. Das
Zellpellet wurde in 100ul Nucleofector Lésung (Nemfector Losung V fur HCT- 116)
resuspendiert und mit 2ug Plasmid- DNA gemischtr Basatz wurde Luftblasenfrei in eine
Kivette pipettiert, mit einem Deckel verschlossanden Nucleofector® gestellt und entsprechend
dem eingestellten Programm (HCT: D- 32) elektrogrbriDie transfizierten Zellen wurden in
25cnt mit vorgewarmtem Medium tberfiihrt und nach Stadiatethoden kultiviert.

4.1.4 Selektion von Eukaryotischen Zellen

Um die Selektionsbedingungen fur die stabil trameften Zelllinien zu bestimmen, wurden HCT-
116 mit verschiedenen Konzentrationen von Gene(G4il8) 14 Tage lang inkubiert. Alle 3 Tage
wurden die Zellen mit dem entsprechenden Selektiedsum gefiittert und auf Uberlebende
kontrolliert. Fir HCT- 116 wurde eine G418 Konzatibn 150ug/ml bestimmt.
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4.1.5 Einzelzellklonierung

Fur die Einzelzellklonierung wurden die Vertiefungeiner 96- Loch- Platte bis auf Nummer Al
mit jeweils 100ul Zellkulturmedium mit der entspneaden Geneticin- Konzentration befillt. Die
transfizierten Zellen wurden geerntet und ein Atguim Zellzahlgerat vermessen. Um
Einzelzellklone hoch zu ziehen, wurden 2000 ZeiteB0Oul Zellkulturmedium aufgenommen und
in die Vertiefung Al pipettiert. Aus dieser wurde®Oul in die nachste Vertiefung Blpipettiert und
vorsichtig gemischt. Mit derselben Pipettenspitzede wiederum 100ul aus B1 enthommen, in die
Vertiefung C1 Uberfihrt und gemischt. Die Schriterden wiederholt bis die Vertiefung H1
erreicht wurde. Hier wurde die 100ul Suspensionhndem Mischen verworfen. Um ein
Endvolumen von 200ul pro Vertiefung zu erreichenyde mit einer Acht- Kanal- Pipette 100ul
Medium mit Geneticin dazugegeben. Mit der Acht- &anPipette wurden 100ul der ersten
Verdinnungsreihe (Al- H1) in die zweite Reihe (A2) Uberfuhrt und vorsichtig gemischt. Diese
Schritte wurden solange wiederholt bis die 12. idarhgsreihe (A12- H12) erreicht wurde. In der
letzten Reihe wurde die 100ul Suspension verwanfehdie einzelnen Vertiefungen der 96- Loch-
Platte mit 100ul Zellkulturmedium mit Geneticin blf, um ein Endvolumen von 200ul pro
Vertiefung zu erhalten. Die Platten inkubierten BéPC, 5% CQ und 80% Luftfeuchtigkeit im
Zellinkubator. Die einzeln gewachsenen Zellklonadem zunéchst in eine 48- Loch- Platte, dann
24-, 12-, 6- Loch- Platte und schlieBlich in 25*cellkulturflaschen umgesetzt.

4.1.6 Isolierung genomischer DNA aus Einzelzellklonen

Um genomische DNA aus den Einzellklonen zu extraniewurden die Zellen mit Trypsin von der
Oberflache der Zellkulturflasche abgelést und 5.nkémg bei 2500x rpm ( Rotina 38R), 4°C
sedimentiert. Der Uberstand wurde vollstandig entfedie Zellen mit PBSo gewaschen und das
Zellpellet in Lysispuffer resuspendiert. AnschliaBeerfolgte erst ein RNase A- Verdau bei 37°C,
1h lang und dann ein Proteinase K- Verdau bei 48it@¢lestens 5 h lang.
Die genomische DNA wurde durch Phenol/ Chloroforriréktion aufgereinigt. Dies erfolgte in
zwei Schritten: 1. Zugabe zu einem Volumen Phe@blbroform/ Isoamylalkohol (25: 24: 1)

2. Zugabe zu einem Volumen Chloroform/ Isoarkglaol (24: 1)
Nach jedem Schritt wurde das Gemisch in einem Uigdrtator 10 min. lang invertiert und
anschlieBend in der Tischzentrifuge bei Raumtentperait maximaler Geschwindigkeit 2 min.
lang zentrifugiert. Nach der Zentrifugation warevez Phasen erkennbar, die obere wassrige Phase
wurde vorsichtig entnommen und weiter verwendete Dintere phenolische Phase wurde
verworfen.
Die zuletzt abgenommene wassrige Phase wurde inglifReaktionsgefall tberfihrt und mit 1/ 10
Volumen 3M Natriumacetat pH 5,2 versetzt. Das Reakgefald wurde bis 2ml mit absolutem
Ethanol aufgefillt. Die Fallung der DNA erfolgte [Eng bei -80°C. Anschlielend wurde die DNA
bei 4°C 30 min. lang mit maximaler Geschwindigkieiteiner Tischzentrifuge zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und mit 70% Ethanol geiwas und der Uberstand erneut verworfen.
Die DNA wurde bei Raumtemperatur getrocknet, in Phaffer pH 8,0 gel6st und bei 4°C gelagert.
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4.2 RNA- Isolierung aus Einzelzellklonen

RNA aus Einzelzellklonen wurde durch das RNeasy®&iMit von Qiagen nach Hersteller-
Protokoll isoliert.

4.3 Bestimmung von Methylierungsmustern

4.3.1 Bisulfit- Konversion genomischer DNA (41)

Die genomische DNA wurde mit Hilfe des ,EpiTect @fge Kit“ der Firma Qiagen konvertiert.

Fur eine Reaktion wurden 1 bis 2ug DNA einges®et. genaue Reaktionsansatz ist in Tabelle 6
aufgefuhrt. Die Konversionsreaktion erfolgte furtbu&len lang in der PCR- Maschine, danach
wurde die einzelstrangige DNA auf eine Saule gebondyewaschen, desulfoniert, nochmals
gewaschen, eluiert und anschlielend bei -20°C euaftet.

Reaktionsansatz Programm
200l DNA- 99°C 5 min. Denaturierung
H Lésung
85ul Bisulfit- Mix 60°C 25 min. Inkubation
Konversions- 99°C 5 min. Denaturierung
35ul
Puffer
Gesamt- 60°C 85 min. Inkubation
140pl
Volumen
99°C 5 min. Denaturierung
60°C 175 min. Inkubation
20°C 0 Halten

Tabelle 6: Reaktionsansatz und Programm fiir die Biglfit- Konversion

4.3.2 Polymerase- Kettenreaktion ( PCR) Bisulfit- behandiker DNA (130)

Um die Spezifitdt und die Ausbeute der PCR zu ezhphvurden verschachtelte (engl. nested)
PCRs durchgefuhrt. Dabei wurden zwei Primerpaaraverdet, wobei das zweite Paar im

Amplikon des ersten Primerpaares lag. Die verweard@rimerpaare sind in Tabelle 5 aufgefuhrt.
Die optimale Primer- Anlagerungstemperatur wurdeckduGradienten- PCR fur jedes auf3ere und
innere Primerpaar ermittelt. Die drei verwendeteradi@nten mit ihren Temperaturen sind in

Tabelle 7 aufgefuhrt. Die PCR mit dem inneren Prpaar wurde unter denselben Bedingungen
mit 1/10 des Reaktionsvolumens der ersten PCR dafihrt.
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40 +10°C 50 +10°C 60 + 10°C
30,6°C 40,3°C 50°C
31,1°C 40,8°C 50,5°C
32,4°C 42,1°C 51,8°C
34,3°C 44,0°C 53,8°C
36,6°C 46,4°C 56,1°C
39,2°C 49,0°C 58,8°C
41,9°C 51,7°C 61,5°C
44,5°C 54,3°C 64,1°C
46,9°C 56,7°C 66,5°C
48,7°C 58,5°C 68,3°C
49,9°C 59,7°C 69,5°C
50,3°C 60,1°C 69,8°C

Tabelle 7: Temperaturverteilung der Gradienten 40 £10°C, 50 + 10°C und 60 + 10°C Analytische PCR

Zum Amplifizieren der Bisulfit- behandelten DNA wile die Tag- Polymerase verwendet. Der
genaue Reaktionsansatz ist in Tabelle 8 aufgefihrt.

Reaktionsansatz

Ausgangskonz. Endkonz.
2,5ul 10x PCR- Puffer 1x
2ul 25mM MgChb 2mM
0,5ul 10mM dNTPs 200uM
0,4ul 5U/ul Taq 0,08U/ul
2l DNA
0,5ul 10uM Primer v 0,2uM
0,5ul 10uM Primer r 0,2uM
16,6ul H2Oampuwa
25ul gesamt

95°C
95°C
°C
72°C

72°C
4°C

Programm
5 min. Initiale Denaturierung
2 min. Denaturierung
2 min. Anlagerung
2 min. Elongation
45 Zyklen
7 min. Finale Elongation
0 Halten

Tabelle 8: Reaktionsansatz und Programm zum amplifiieren Bisulfit- konvertierter DNA

Zum Amplifizieren von normaler DNA wurde dighusion- Polymerase verwendet. Der genaue
Reaktionsansatz ist in Tabelle 9 aufgefihrt.
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Reaktionsansatz Programm
Ausgangskonz. Endkonz. 98°C 30s Initiale Denaturierung

5ul 5x HF- Puffer 1x 98°C 10 s Denaturierung
0,5ul 50mM MgChb 1mM °C 30s Anlagerung
0,5ul 10mM dNTPs 200uM 72°C 30s Elongation
0,25ul 2U/ul Phusion 0,02U/ul 35 Zyklen

2ul DNA 72°C 7 min. Finale Elongation
0,5ul 10uM Primer v 0,2uM 4°C o0 Halten

0,5ul 10uM Primer r 0,2uM
15,75ul H2Oampuwa

25ul gesamt

Tabelle 9: Reaktionsansatz und Programm zum Amplifiieren von normaler DNA

4.3.3 Praparative PCR

Um eine hohere Ausbeute zu erhalten, wurde diechachtelte PCR jedes PCR- Fragments
nochmal in einem Gesamtvolumen von 150ul unter e@lbaa Bedingungen wir die analytische
PCR durchgefihrt.

4.3.4 Agarose- Gelelektrophorese

Die PCR- Fragmente wurden mit 6x DNA- Ladepufferse¢zt und in einem 1,3% Agarosegel
durch Anlegen eines elektrischen Feldes bei 400mA LOOV 30 min. lang aufgetrennt. Als
Gelelektrophoresepuffer wurde 1x TBE verwendet. Bastimmung der FragmentgrofRen wurden
3ul des DNA- GroRRenmarkers , GeneRuler DNA Laddex“Mer Firma Fermentas aufgetragen.
Nach der Elektrophorese wurde das Agarosegel mitidiginbromid gefarbt und unter
kurzwelligem UV- Licht visualisiert.

4.3.5 Gelaufreinigung der PCR- Fragmente

Die PCR- Fragmente wurden mit dem ,MinElute® Gelrggtion Kit* von Qiagen extrahiert und
aufgereinigt. Unter langwelligen UV- Licht wurdenedPCR- Fragmente aus dem Agarosegel
ausgeschnitten, in einer Losung chaotropischereSateer Verwendung von Hitze aufgeldst und
anschlie3end auf eine Saule gegeben. Die DNA widablei an eine Glasfaser- Membran gebunden
und Kontaminationen wie Salze, Agarose und Proteinelen weggewaschen. Die aufgereinigten
PCR- Fragmente wurden in Wasser eluiert und béiG2f@lagert.
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4.3.6 Klonierung

Herstellung chemisch kompetenter DH& (131):

100pl von chemisch kompetenten DHburden in 400ml SOB- Medium mit frisch dazugegeben
4ml 1M MgSQ und 4ml 1M MgC} uberfuhrt. Die Bakterienkultur wurde bei 18°C u2@D rpm
48h lang geschiittelt. Bei einer @ von 0,3 wurden die Bakterien geerntet. Dazu wude
Bakterienkultur in 50ml Rotkapprohrchen tberfuli@, min. lang im Eis- Ethanolbad gekuhlt und
dann bei 2500x g und 0°C 3 min. lang zentrifugiBer Uberstand wurde vollstandig entfernt und
die Zellpellets in insgesamt 50ml eiskalten Inodfguresuspendiert. AnschlieBend wurden die
Bakterien wieder bei 2500x g und 0°C 3 min. langtdfugiert. Der Uberstand wurde nach dem
Zentrifugieren vollstandig entfernt und die Zellp& in 2,5ml Inouepuffer mit 187,5ul DMSO
resuspendiert. Die chemisch kompetenten @Mairden zu 50ul Portionen aliquotiert, in einem
Eis- Ethanolbad vorgekuhlt und in flissigen Stiokisschockgefroren. Die Bakterien wurden bis zu
weiteren Verwendung bei -80°C gelagert.

Bestimmung der Transformationseffizenz:
Die Transformationseffizenz wurde durch Transfoioraimit 10pg pcDNA3.1(+) Plasmid- DNA

unter Verwendung folgender Formel bestimmt.

Transformationseffizenz Anzah! der Kolonien x 1¢° pg Volumer™"sformiert
= X- q
175 Menge der transformierten DNA [pg] ~ VolumerfUsPiattier

Ligation der PCR- Fragmente in den pJET1.2/blunt Vétor

Die aufgereinigten PCR- Fragmente wurden mit der€lgneJET™ PCR Cloning Kit* von
Fermentas in den Vektor pJET1.2/blunt ligiert. P@R- Fragmente, die mit déag- Polymerase
amplifiziert wurden, ist das ,sticky end“ ProtokoWlerwendet worden, da diese Polymerase
3’Adenin- Uberhange an das PCR- Produkt anhangR-Ftagmente, die durch dighusion-
Polymerase generiert wurden, sind mit Hilfe desupblend” Protokolls in den Vektor ligiert
worden. In Tabelle 10 sind beide Protokolle aufbeti
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»Sticky- end” Protokoll .blunt- end” Protokoll

.Blunting“ Reaktion
10pl 2x Ligations- Puffer 10pl 2x Ligations- Puffer
2ul PCR- Fragment 2ul PCR- Fragment
Sul H2Onuklease- frei Sul H2Onuklease- frei
1pl DNA Blunting Enzym 1pl pJET1.2/blunt Vektor
2ul T4 DNA- Ligase 1pl T4 DNA- Ligase
18l gesamt 20ul gesamt

Inkubation bei 70°C 5 min. lang, danach kur
auf Eis stellen

1l pJET1.2/blunt Vektor
1pl T4 DNA- Ligase
20l gesamt

Ligationsreaktion 30 min. lang bei Raumtemperatur

Tabelle 10: ,sticky- end” und ,blunt- end” Protokol | der Ligationsreaktion
Transformation in chemisch kompetente DH (131)

Zu 50ul frisch auf Eis aufgetauten chemisch kompuete DHm» wurden 1ul 100mM EDTA
zugegeben und 5 min. lang auf Eis inkubiert. Ans@dnd wurden je 1ul 1,22M-
Mercaptoethanol (25mM Endkonzentration) und 2,25MI'TD (44mM Endkonzentration)
dazugegeben und 10 min. lang auf Eis inkubiertddn Zwischenzeit wurde die DNA vorbereitet.
Dazu wurden 1,5ul Ligationsansatz mit je 1pl 0,5MCE und 0,5M MgC} gemischt. Nach
Inkubationsende wurden die vorbereiteten Baktenrerwvorgekihlte Polypropylen- Rohrchen (-
20°C) dberfuhrt und mit der DNA gemischt. Nach 3id.ninkubation auf Eis erfolgte 1 min. lang
bei 42°C ein Hitzeschock. Die Bakterien wurden doflanach auf Eis gestellt. Nach 5 min. wurde
950ul vorgewarmtes NZ¥ Medium zu den Bakterien gegeben. Die Regenestinmse erfolgte
1h lang im 37°C Wasserbad.

Anschlieend wurden die Bakterien bei 4000x rpm tifRo 38R) und 37°C, 5 min. lang
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und Bakteriensediment in 200u! NZYMedium
resuspendiert. Der komplette Ansatz wurde auf gorgewarmte LM- Agarplatte ausplattiert und
Uber Nacht bei 37°C im Bakterienbrutschrank inkribie

4.3.7 Plasmid- DNA Minipraparation

Die Bakterienklone wurden mit autoklavierten Zabokern von LM- Agarplatten abgehoben und
in 15 ml Rotkappréhrchen mit 3 ml LB- Medium (50md/ Ampicillin) Gberflhrt. Die

Bakterienkulturen schittelten Gber Nacht bei 37%@ ®50x rpm im Bakterienschittler. Die
Plasmid- DNA wurde durch das ,QuickLyse Miniprept'¥on Qiagen isoliert. Dazu wurden die
Bakterienkulturen zunédchst bei maximaler Geschwikeit 1 min. lang sedimentiert. Der
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Uberstand wurde verworfen, die Bakterien lysiertl anf eine Saule gegeben. Die Plasmid- DNA
wurde an eine Membran gebunden und nach einem \W&wdth mit einer Isopropanol- haltigen
Losung mit Wasser eluiert. Die Plasmid- DNA wuraée 20°C gelagert.

4.3.8 Restriktionsanalyse

Um positive Klone zu identifizieren wurde die isste Plasmid- DNA mit der
Restriktionsendonuklease Bglll  (5'- AGATCT- 3°) geschnitten. Die analytische
Restriktionsspaltung wurde 1,5h lang im 37°C warmésserbad inkubiert, anschlieBend mit 2l
6x DNA- Ladepuffer versetzt und auf ein 1,3% Agags (w/) aufgetragen. Die Auftrennung der
Restriktionsfragmente erfolge 30 min. lang bei 480umd 90V.

Restriktionsansatz

2ul Plasmid- DNA

1l 10x Puffer O Orange
0,2ul Balll
6,8ul H2Oampuwa

8ul gesamt B

Tabelle 11: Reaktionsansatz fur die analytische Regktionsspaltung mit Bgll|

4.3.9 Sequenzierung und Auswertung

Alle positiv getesteten Bakterienklone wurden nden Didesoxy- Kettenabbruchmethode (132)
mit Fluorochrom- markierten ddNTPS mit dem ,BigDyd@®rminator v3.1 Cycle Sequencing Kit"
von Applied Biosystems sequenziert. Die Ansatze denr durch Mitarbeiter des Instituts fur
Humangenetik, Universitatsklinikum Erlangen aufgagt und im ,AbiPrism 3730 DNA
Analyser” von Applied Biosystems sequenziert.

Reaktionsansatz Programm
Ausgangskonz. Endkonz. 96°C 3 min. Initiale Denaturierung
2ul ox Sequenzier- 1x 96°C 10s Denaturierung
Puffer
10puM
0,6ul pJET1.2/blunt 0,5uM 50°C 15s Anlagerung
reverse
0,5ul BigDye v3.1 Mix 60°C 4 min. Elongation
4,9ul H20ampuwa 25 Zyklen
2ul DNA 60°C 5 min. Finale Elongation
10pl gesamt 4°C 0 Halten

Tabelle 12: Reaktionsansatz und PCR- Programm dere®juenzierung
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Die Daten der Sequenzierung wurden mit Hilfe desgRxmms ,Vector NTI® Advance 12“ von
Life Technologies ausgewertet.

Bei der Bisulfit- Konversion wurden alle unmethyten Cytosine zunéchst in Uracil- Reste und
nach der PCR in Thymin- Reste umgewandelt. Alle hyledrten Cytosine waren fur diese
Konvertierungsreaktion unempfindlich und wieserder Sequenz auf 5- Methylcytosin hin, weil
alle nicht- methylierten Cytosine in und aufRerhatin CpG- Folgen zu Thymin umgewandelt
wurden und somit nicht mehr in der Auswertung &eenen waren.

Fur die DNA- Methylierungsmuster wurden nur Molekiderwendet, die Gber 95% aller Cytosine
aul3erhalb von CpG- Folgen zu Thymin konvertiertdewm; im Vergleich zu der Originalsequenz
der DNA- Fragmente.

4.4  Quantifizierung der Gesamt- Methylierung

Um die globale Methylierung in Einzelzellklonen mstabil integrierter Plasmid- DNA zu
untersuchen, wurde das ,Methylamp™ Global DNA Mélign Quantification Kit* von
Epigentek verwendet. Dazu wurde die genomische NAMikrotiter- Streifen gebunden. Die
methylierte DNA wurde durch einen 5- MethylcytosiAntikdrper nachgewiesen und in einer
ELISA- ahnlichen Reaktion mit einem Mikrotiterplatt Lesegerdt quantifiziert. Die Menge der
methylierten DNA war proportional zur Starke der P

4.5 Quantifizierung von 5- Hydroxymethylcytosin

Fur die Quantifizierung von 5- Hydroxymethylcytosim HIV- 1 Patienten wurde das
.MethylFlash™ Hydroxymethylated DNA QuantificatioKit (Colorimetric)* von Epigentek
verwendet. Bei dieser Methode wurde genomische CMAMikrotiter- Streifen gebunden und
hydroxymethylierte DNA mit einem Capture- und einBetektions- Antikdrper nachgewiesen und
in einem Mikrotiterplatten- Lesegerat quantifiziddie Menge von hydroxymethylierter DNA war
dabei proportional zur Starke der @p
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V. Ergebnisse

5.1 Veranderungen im Methylierungsmuster nach Integraton von fremder DNA in
Retroelementen im menschlichen Genom

5.1.1 Etablierung einer stabil transfizierten Zelllinie

Zur Klarung der Frage, ob es zu Veranderungen imsetdichen Genom nach Integration von
Fremd- DNA kommt, wurde als Modell in die DNA deenschlichen Tumorzelllinie HCT- 116
das Plasmid peEGFP- FMR1 stabil integriert. HCT- 1i$6 eine mannliche Zelllinie eines
Kolorektalkarzinoms. Das Plasmid tragt zur Selektioon stabil transfizierten Zellen eine
Kanamycin/ Neomycin (Geneticin) Resistenz. Genetibiemmt die Proteinbiosynthese von
Eukaryonten, indem es an die 80S- Ribosomen ankoppe Ablesefehler der tRNA verursacht.
Stabile Zellen, die ein Neomycin/ Geneticin- Re=siggen tragen, das fur die Neomycin-
Phosphotransferase codiert, kdnnen das Antibiotikimaktivieren. Fur die Vermehrung in
Bakterien besitzt das Plasmid einen bakteriellenpliR&tionsursprung (pUC- Plasmid-
Replikationsursprung) und ein Kanamycin- Resistenzgdas Plasmid tragt das erste Exon des
menschlichenFMR1 (engl.: fragile X mental retardation 1) Gen minen Teil der 5 nicht
translatierten Region mit einer (CGGIRepetition.

pUC Plasmid- Replikationsursprung ﬁ

pEGFP-FMR1

5848 bp

FMRA

Kana- iNeomycin- Resistenzgen

o

5V40 E promoter BamHI (z308)

Abbildung 8: Vektorkarte des Plasmids pEGFP- FMRL1 nit BamHI- Schnittstelle

Um eine stabile Transfektion zu erreichen, wurde Easmid mit dem RestriktionsenzyBamH]I
linearisiert. BamHIl schneidet den Vektor in einem Bereich, in dem skain essentieller
Genabschnitt befindet. Die Uberpriifung der Linearisg erfolgte auf einem Agarosegel.
Anschliel3end wurde das Plasmid durch Phenol/ Ctdoro aufgereinigt. Die HCT- 116 Zellen
wurden mit dem aufgereinigten Plasmid inkubiert ,ufid das Einschleusen der Fremd- DNA,
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elektroporiert. Nur transfizierte Zellen mit der m&ticin- Resistenz konnten unter
Selektionsbedingungen Uberleben. Die transfizie#ellen wurden unter Standardbedingung mit
Zugabe von Geneticin zunéchst in Massenkulturelti. Um eine stabile Zelllinie zu erhalten, die
aus einem Zellklon hervorgegangen ist, wurden fiziegten Zellen durch serielle Verdinnung zu
Einzelzellklonen vereinzelt.

Als Kontrolle fir den urspringlichen DNA- Methyliergsstatus wurden HCT- 116 Zellen
ebenfalls durch serielle Verdiinnung zu Einzelzetikin unter Standardbedingungen ohne Zugabe
von Geneticin kultiviert.

5.1.2 Kontrolle der genomischen Integration

Der Einbau des linearisierten Plasmids pEGFP- FNHR#ie Tumorzelllinie HCT- 116 wurde
durch Amplifikation eines Teils des Kanamycin- GeRsntrolliert, weil Kanamycin in
menschlicher DNA nicht vorkommt. Hierzu wurde gemsche DNA aus den Einzelzellklonen
isoliert und eine PCR mit den Primerpaar Kan.pEGFBnd Kan.pEGFP 3" durchgefuhrt. Es wird
eine spezifische Bande bei 800bp erwartet. Die liingse sind in Abbildung 9 dargestellt.

01: Standard

02: HCT normal 1

03: HCT normal 2

04: HCT normal 3

05: HCT stabil 1

06: HCT stabil 2

07: HCT stabil 3

08: HCT stabil 4

09: HCT stabil 5

10: HCT stabil methyliert 1
11: HCT stabil methyliert 2
12: HCT stabil methyliert 3

Abbildung 9: PCR mit genomischer DNA isoliert aus nzelzellklonen mit und ohne integriertes Plasmid

Die erste Spur zeigt den Standard (GeneRuler DNddeaMix). In den Spuren zwei bis vier sind,
wie erwartet, keine Amplifikationsprodukte aus &R mit der isolierten genomischen DNA aus
drei Einzelzellklonen ohne transfiziertes Plasmid 2ehen, die als Kontrolle fir den
Originalzustand der DNA- Methylierung in den einm Retroelementen dienen. In den Spuren
funf bis neun sind die PCR- Produkte aus der gesdmen DNA der Einzelzellklone mit stabil
integrierten Plasmid aufgetragen. Es zeigte siehedivartete spezifische Bande bei 800bp fur die
Amplifikation eines Teils des im Plasmid vorhandek&namycin- Gens.

In meiner Diplomarbeit (133) habe ich zuséatzlickemddCT- 116 Zellen mitjn vitro durch die
Sssl- Methylase (CpG- Methylase), methyliertes und dmsiertes Plasmid pEGFP- FMR1
transfiziert. Aus drei Einzelzellklonen wurde ebem@nomische DNA isoliert und diese auf eine
erfolgreiche Integration kontrolliert. Das Ergebrgsin den Spuren 10 bis 12 zu sehen. Auch hier
ist die spezifische Bande der Kanamycin- PCR vo@bg0zu sehen. Durch dieses Experiment
konnte die Persistenz des Plasmids pEGFP- FMR1 @T-H116 Einzelzellklonen eindeutig
nachgewiesen werden. Eine weitere Gewahrleistundntéiegration des Plasmids in die Zellen ist
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der Selektionsdruck durch Geneticin im Zellkultudinen. Dadurch konnten nur diejenigen Zellen
Uberleben, die Uber ein stabil integriertes Plagmicdem Geneticin- Resistenzgen verfligen.

5.1.3 Analyse von DNA- Methylierungsmustern

Fur die Erstellung von Methylierungsmustern wurégmamische DNA aus den Einzelzellklonen
mit und ohne stabil transfiziertes Plasmid isoliertl durch Bisulfit- Konversion analysiert. Bei der
Bisulfit- Behandlung werden alle nicht methyliert&@ytosine zu Uracil und nach der sich
anschlieBenden PCR in Thymin umgewandelt. Der Vatieser Methode besteht darin, dass alle
CpG- Folgen von einzelnen klonierten und sequetezierDNA- Molekilen auf ihren
Methylierungszustand untersucht werden koénnen. @&mi Verwendung von Methylierungs-
sensitiven Restriktionsenzymen hingegen kdonnersalohe CpG- Dinukleotide analysiert werden,
die in der Erkennungssequenz liegen. Fur die BisBehandlung der DNA wurde das ,EpiTect
Bisulfite Kit“ von Qiagen verwendet. Um die Ausbeuind die Spezifitdt der PCR zu erhohen,
wurden fur jedes PCR- Fragment zwei Primerpaar@emidet, dabei lag das zweite Primerpaar im
Amplikon des ersten Paares (verschachtelte PCR).S2guenzen der Oligodesoxyribonukleotid-
Primer sind in Tabelle fiunf angegeben. Die ampéfien PCR- Fragmente wurden anschliel3end

kloniert und sequenziert.
CpG 1 3 <= CpG- Nummer

sequenzierte o ! E@ methyliertes CpG
Klone 3

nicht- methyliertes CpG
Abbildung 10: Nomenklatur Methylierungsmuster

In Abbildung 10 ist ein Beispiel fur die Darstelgsweise der DNA- Methylierungsmuster

dargestellt. Schwarze Quadrate stellen methyli@g- Folgen und weilRe Quadrate nicht-
methylierte CpG- Folgen dar. Jede Zeile reprasentia einzelnes sequenziertes DNA- Molekdl

aus einem Einzelzellklon. Die CpG- Paare in denhylegrungsmustern sind komprimiert, so dass
sie nebeneinander liegen. Die Positionen im koereklal3stab werden durch eine Karte mit den
analysierten CpG- Folgen zu jedem untersuchteroBletment gezeigt.

5.1.4 Kontrollexperimente

Zur Kontrolle wurde genomische DNA aus Einzelze@ltién ohne transfiziertes Plasmid isoliert und
wie die Einzelzellklone mit stabil integrierter Frd- DNA Bisulfit konvertiert. Fur die Erstellung
der DNA- Methylierungsmuster wurden auch nur denkérten und sequenzierten DNA- Molekule
verwendet, in denen Uber 95% aller Cytosine auBexta CpG- Folgen zu Thymin umgewandelt
wurden, verglichen mit den DNA- Fragmenten vor Besulfit- Konversion. Zur Absicherung der
Ergebnisse wurden fir jedes DNA- Fragment mindasterei Klone sequenziert und ausgewertet.
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Keine Veranderungen der DNA- Methylierung in Retrodementen nach Integration fremder
DNA in das Genom von menschlichen Zellen

5.1.5 HERV- K (HML- 2.HOM): Methylierungsmuster von nicht - transfizierten
HCT- 116 Einzelzellklone

Das HERV- K besitzt als einziges humanes endogBa#ovirus einen offenen Leserahmen flr
alle retroviralen Gene. Nur aufgrund einer Punkatiah in der reversen Transkriptase- Domane
der viralen Polymerase ist das Retrovirus inakB4(l Fur die Untersuchung der
Methylierungsmuster wurden drei Bereiche, in dergghduft CpG- Dinukleotide auftraten,
untersucht.

A HCT normal: Einzelzellklon 1
Region 1: 77 1bp - 1099bp Region 2: 1491bp 2044bp Region 3: 9995bp - 10548bp
CpG 1 1 5 10 15

HCT normal: Einzelzellklon 2

Regmnl 771bp 1099bp Reg10n2 1491bp 2044bp Reg10113 9995bp 10548bp
h) 6
B CPG&: oot
mpe o
LTR 2
Ep+—g | — pol L gty gag [ pol ]  o—
LTR 1 — 1 . LTR 3
f 1 G 5 10
CpG&occ&aoolc%:zﬁ N
1491bp 2044bp 9993bp 105480

HERV-K 19221bp
Abbildung 11: HERV- K: Methylierungsmuster von nicht- transfizierten HCT- 116 Einzelzellklonen
A) Methylierungsmuster der drei Regionen von zwei KalhtEinzelzellklonen
B) Karte des HERV- K (AF074086) mit den untersuchtemegichenGag kodiert fir Strukturproteinggol kodiert
fur virale Enzyme wie die reverse Transkriptase endkodiert fur Oberflachenproteine. Die Regionendig
Untersuchung des Methylierungsstatus der CpG- Daatkle (als Kreise dargestellt) sind mit roten ksl
markiert.

In Abbildung 11A sind die Methylierungsmuster vomvez nicht- transfizierten HCT- 116
Einzelzellklonen (HCT normal) dargestellt, die &gntrollen fir den DNA- Methylierungsstatus
vor der Integration fremder DNA dienten. In dertensanalysierten Region (771- 1099bp) befanden
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sich 16 CpG- Dinukleotide. Im Einzelzellklon 1 war&l12 von insgesamt 137 analysierten CpG-
Folgen methyliert. Das CpG 15 ist im ersten Eingldtfon nur in zwei der neun analysierten DNA-
Molekulen prasent. Bei der Auswertung der Bisulbehandelten DNA war statt des erwarteten
CpG ein TpA- Dinukleotid zu erkennen. Im zweitem#glzellklon waren 91 von den insgesamt
110 untersuchten CpG- Folgen methyliert. Die zwaitalysierte Region (1491- 2044bp) umfasste
15 CpG- Folgen. Im ersten Einzelzellklon waren dem insgesamt 84 analysierten CpG- Folgen
64 methyliert. Im zweiten Einzelzellklon waren 62nvden insgesamt 102 untersuchten CpG-
Folgen methyliert. Die dritte untersuchte Regio9® 10548bp) beinhaltete 15 CpG- Folgen. Im
Einzelzellklon 1 waren von insgesamt 129 CpG- Fol§é methyliert. Und im Einzelzellklon 2
waren 77 von insgesamt 100 analysierten CpG- Fotggthyliert.

A

B

5.1.6 HERV- K (HML- 2.HOM): Methylierungsmuster von stabi |- transfizierten
HCT- 116 Einzelzellklonen

HCT stabil: Einzelzellklon 1
Region 1: 771bp - 1099bp Region 2: 1491bp - 2044bp Region 3; 9995bp - 10548bp
CpG 1 5 10 16 1 5 10 15 1 5 10 15
5
9
HCT stabil: Einzelzellklon 2
nglonl TTibp- 1099bp Roglon 2 1451bp - 2044bp Region 3: 9995bp - 10548bp
1 5 10 15
9 %
HCT stabil: Einzelzellklon 3
ng;onl Tibp- 1099bp Region 2: 1491bp 2044hp Region 3: 99Sb - 103480p
1
I:_:I:_:D
5
9
um 10 33088
., e [T
E 872 | pol }_::H_' gag pol )_% L>_|
LTR1 ILTR 3
— oo
L5 10 5 éjocoacocxx:cg
9995 10548
1491bp 20ddby % .

HERV-K 19221bp

Abbildung 12: HERV- K: Methylierungsmuster von stabil transfizierten HCT- 116 Einzelzellklonen
A) Methylierungsmuster der drei Regionen von drei Elrllklonen
B) Karte des HERV- K ( AF074086) mit den untersuchBemeichen (rote Balken) und den analysierten CpG-

Folgen
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In Abbildung 12A sind die Methylierungsmuster voneid stabil transfizierten HCT- 116
Einzelzellklonen (HCT stabil) dargestellt. Im Eifzgdlklon 1 waren alle der 46 analysierten CpG-
Folgen methyliert. Das CpG 7 ist im ersten EinZétimn nur in zwei der drei analysierten DNA-
Molekulen prasent. Bei der Auswertung der Bisulfithandelte DNA war statt des erwarteten CpG
ein TpA- Dinukleotid zu erkennen. Im zweiten Eireadlklon waren 43 von den insgesamt 48
untersuchten CpG- Folgen methyliert und im dritignzelzellklon waren 11 der 16 untersuchten
CpG- Folgen methyliert. Die zweite analysierte Reg(1491- 2044bp) umfasste 15 CpG- Folgen.
Im ersten Einzelzellklon waren von den insgesanitdlalysierten CpG- Folgen 80 methyliert. Im
zweiten Einzelzellklon waren 78 von den insgesaibt dntersuchten CpG- Folgen methyliert und
der dritte Einzelzellklon hatte von den insgesafit analysierten CpG- Folgen 82 methyliert. Die
dritte untersuchte Region (9995- 10548bp) beintali® CpG- Folgen. Im Einzelzellklon 1 waren
von insgesamt 109 CpG- Folgen 83 methyliert undinzelzellklon 2 waren 80 von insgesamt 115
analysierten CpG- Folgen methyliert. Der dritte Zeilzellklon hatte 94 methylierte CpG- Folgen
von insgesamt 113 untersuchten CpG- Dinukleotiden.

5.1.7 HERV- K (HML- 2.HOM): Methylierungsmuster von stabil mit in vitro
methyliertem Plasmid transfizierten HCT- 116 Einzetellklonen

A HCT stabil met.: Einzelzellklon 1

Region 1: 771bp 1099bp Regng 1491bp 2044bp Regl.on?l 9995bp 105480bp
CpG 1 10 15

HCT stabil met.; Rinzelzeliklon 2
Region 1: T'?lbp 1099bp Regng 1491|Jp 2044bp Regmn.’! 9995bp 10548bp
CpG 1

HCT stabil met.: Finzelzellklon 3
Region 1: 771bp - 1099bp Reglon % 1491bp 2(]44bp Regton 3: 9995bp 10548bp

CpG 1 5 10
5 E
7
B  wo s 0

TR I

LTR2

TR s CEUESELS S
LTR3

LTR 1 —
CpG 5 10
CpG] %S mouuunm
14S1bp 9995bp 10548bp

HERV-K 19221bp
Abbildung 13: HERV- K: Methylierungsmuster von stabil transfizierten HCT- 116 Einzelzellklonen mitin vitro

methylierten Plasmid
A) Methylierungsmuster der drei Regionen von drei Elmzllklonen
B) Karte des HERV- K (AF074086) mit den untersuchtemeichen (rote Balken) und den analysierten CpGs
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Die Abbildung 13A zeigt die Methylierungsmuster vainei stabil transfizierten HCT- 116
Einzelzellklonen mitn vitro methylierten Plasmid (HCT stabil met.). Im Einzélkden 1 waren 99
der 109 analysierten CpG- Folgen methyliert. Im imve Einzelzellklon waren 27 von den
insgesamt 31 untersuchten CpG- Folgen methyliert. dritten Einzelzellklon konnte kein
Methylierungsmuster der ersten Region erstellt eeydia es Amplifikationsprobleme des PCR-
Fragments gab. Die zweite analysierte Region (12944bp) umfasste 15 CpG- Folgen. Im ersten
Einzelzellklon waren von den insgesamt 116 anatiysieCpG- Folgen 80 methyliert. Im zweiten
Einzelzellklon waren 46 von den insgesamt 67 untdreen CpG- Folgen methyliert und der dritte
Einzelzellklon hatte von den insgesamt 100 anaftisieCpG- Folgen 72 methyliert.

Die dritte untersuchte Region (9995- 10548bp) kaltete 15 CpG- Folgen. Im Einzelzellklon 1
waren von insgesamt 92 CpG- Folgen 64 methylied un Einzelzellklon 2 waren 64 von
insgesamt 85 analysierten CpG- Folgen methylieet. ditte Einzelzellklon hatte 102 methylierte
CpG- Folgen von insgesamt 133 untersuchten CpQikieotiden.

Im endogenen Retrovirus HERV- K konnte nach deedrdation fremder DNA in den drei
analysierten Bereichen keine Veranderung im Methyhigsmuster gefunden werden.

5.1.8 HERV- W: Methylierungsmuster von nicht- transfizierten HCT- 116
Einzelzellklonen

A HCT normal; Einzelzellklon 1
Region 1: 16bp - 442bp Region 2; 865bp - 1252bp Regmnli 2121bp 2434bp
CpG 1 5 1 5 §

HCT normal: Einzelzellklon 2
Rogion 1: 16bp - 442bp Region 2: 865bp - 1252bp Region 3: 2121bp - 2484bp
1 1 5

CpG 1 5 8 5 § 12

B R e s risssssss,
2'1_1'15' upag
! I } | Envelope }—i_|:‘|>|
l;i . q,cE' 5 'E LTR
16y T sty ujzl Syncitin |
Syncitin Transmembranprotein
HERV-W 3044bp

Abbildung 14: HERV- W: Methylierungsmuster von nicht- transfizierten HCT- 116 Einzelzellklonen
A) Methylierungsmuster der drei Regionen von zwei KalhtEinzelzellklonen
B) Karte des HERV- W (NM014590) mit den untersuchBameichen; Die Regionen fur die Untersuchung des
Methylierungsstatus der CpG- Dinukleotide (als Keailargestellt) sind mit roten Balken markiert.
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In Abbildung 14A sind die Methylierungsmuster vomvez nicht- transfizierten HCT- 116
Einzelzellklonen (HCT normal) dargestellt, die &gntrollen fir den DNA- Methylierungsstatus
vor der Integration fremder DNA dienten. In dertensanalysierten Region (16- 442bp) befanden
sich 8 CpG- Dinukleotide. Im Einzelzellklon 1 waré&d von insgesamt 27 analysierten CpG-
Folgen methyliert. Die CpG- Folgen 1 bis 3, sowas €pG 6 sind im ersten Einzelzellklon zu TpA
mutiert. Im zweiten Einzelzellklon waren 44 vonnd@sgesamt 46 untersuchten CpG- Folgen
methyliert. Die zweite analysierte Region (865- 412% umfasste 8 CpG- Folgen. Im ersten
Einzelzellklon waren alle acht analysierten CpGlgEn methyliert. Aufgrund von Schwierigkeiten
beim Sequenzieren, konnte nur ein DNA- Molekil awsgrtet werden. Im zweiten Einzelzellklon
waren alle untersuchten CpG- Folgen methyliert. Onigte untersuchte Region (2121- 2484bp)
beinhaltete 12 CpG- Folgen. Im Einzelzellklon 1 e&varvon insgesamt 96 CpG- Folgen 93
methyliert. Und im Einzelzellklon 2 waren 114 vomsgesamt 120 analysierten CpG- Folgen
methyliert.

5.1.9 HERV- W: Methylierungsmuster von stabil transfizierten HCT- 116
Einzelzellklonen

A HCT stabil: Einzelzellklon 1
Region 11 16bp - 442bp Region 2: 865bp - 1252bp Region 3: 2121bp - 2484bp
CpGo 1 5 R | 5 8 5 12
|
3
10
HCT stabil: Einzelzellklon 2
Region 1: 16bp - 442bp Region 2: §865bp - 1252bp Region 3: 212 1hp - 2484hp
CpG | s 8 I s s | 3 |2
5
10
HCT stabil: Einzelzellklon 3
Region 1: 16bp - 442bp Region 2: 865bp - 1252bp Region 3: 2121bp - 2484bp
Cpi 1 5 8 | 5 3 1 5 12
_ |
3 I |
7
B dondoooottl
. JET .
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Syneitin

HERV-W 3044bp
Abbildung 15: HERV- W: Methylierungsmuster von stahbil transfizierten HCT- 116 Einzelzellklonen
A) Methylierungsmuster der drei Regionen von drei Elrllklonen
B) Karte des HERV- W (NM014590) mit den untersuchBameichen; Die Regionen fur die Untersuchung des
Methylierungsstatus der CpG- Dinukleotide (als Keailargestellt) sind mit roten Balken markiert.
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Abbildung 15A zeigt die Methylierungsmuster von idrstabil transfizierten HCT- 116
Einzelzellklonen (HCT stabil). In der ersten anadyten Region (16- 442bp) befanden sich 8 CpG-
Dinukleotide. Im Einzelzellklon 1 waren 61 von iesgmt 73 analysierten CpG- Folgen methyliert.
Im zweiten Einzelzellklon waren 32 von den insgesd4 untersuchten CpG- Folgen methyliert.
Der dritte Einzelzellklon hatte von den insgesar@t @halysierten CpG- Folgen 23 methyliert.
Einzelne CpG- Folgen waren in allen untersuchteadtzellklonen zu TpA mutiert.

Die zweite analysierte Region (865- 1252bp) um&assiCpG- Folgen. Im ersten Einzelzellklon
waren alle CpG- Folgen methyliert. Aufgrund von Berigkeiten beim Sequenzieren, konnte nur
ein DNA- Molekil ausgewertet werden. Im Einzelzkdtk 2 konnte kein PCR- Fragment fur den
Bereich amplifiziert werden. Einzelzellklon 3 hatten 40 analysierten CpG- Folgen alle
methyliert. Die dritte untersuchte Region (2121-824p) beinhaltete 12 CpG- Folgen. Im
Einzelzellklon 1 waren von insgesamt 144 CpG- Folé3 methyliert. Und im Einzelzellklon 2
waren 140 von insgesamt 144 analysierten CpG- Raigethyliert. Im Einzelzellklon 3 konnte fir
diesen Bereich kein PCR- Fragment amplifiziert veerd

5.1.10HERV- W: Methylierungsmuster von stabil transfizierten HCT- 116
Einzelzellklonen mitin vitro methylierten Plasmid

Abbildung 16A zeigt die Methylierungsmuster von idrstabil transfizierten HCT- 116
Einzelzellklonen mitin vitro methyliertem Plasmid (HCT stabil met.). In dertensanalysierten
Region (16- 442bp) befanden sich 8 CpG- Dinuklentitim Einzelzellklon 1 waren 31 von
insgesamt 39 analysierten CpG- Folgen methyliertzeiten Einzelzellklon waren 38 von den
insgesamt 39 untersuchten CpG- Folgen methyliedr Britte Einzelzellklon hatte von den
insgesamt 38 analysierten CpG- Folgen 34 methyleinzelne CpG- Folgen waren in allen
untersuchten Einzelzellklonen zu TpA mutiert. Diete analysierte Region (865- 1252bp)
umfasste 8 CpG- Folgen. Bei Einzelzellklon 1 konatégrund von Schwierigkeiten bei der PCR
kein PCR- Fragment amplifiziert werden. Im Einz#kten waren 15 der insgesamt 16
untersuchten CpG- Folgen methyliert. EinzelzellkBbhatte von 16 analysierten CpG- Folgen alle
methyliert. Die dritte untersuchte Region (2121-824p) beinhaltete 12 CpG- Folgen. Im
Einzelzellklon 1 waren von insgesamt 120 CpG- Folg&9 methyliert. Und im Einzelzellklon 2
waren 117 von insgesamt 120 analysierten CpG- Ralgethyliert. Im Einzelzellklon 3 konnte fir
diesen Bereich kein PCR- Fragment amplifiziert veerd
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A HCT stabil met.: Einzelzellklon 1
Region 1: 16bp - 442bp Region 2: BG5bp - 1252bp Region 3: 2121bp - 2484bp
CpG 1 3 8 1 5 8 1 3 12
5
[
18
HCT stabil met.: Binzelzellklon 2
Region 1: 16bp - 442bp Region 2: 865bp - 1252bp Region 3: 2121bp - 2484bp
CpG 1 5 8 1 5 8 1 5 12
5
10
HCT stabil met.: Finzelzellklon 3
Region 1: 16bp - 442bp Region 2: 865bp - 1252bp Region 3: 2121bp - 2484bp
CpG 1 5 8 1 3 8 1 5 12

B TLerfonectid
15“, sy
I +—t } | Envelope |_|_|::>|
I;‘! ] E'_I q,%‘ 5 '! LTR
16y Aoty 865t lzsnl Syncitin |

Syneitin Transmembranprotein

HERV-W 3044bp
Abbildung 16: HERV- W: Methylierungsmuster von stabil transfizierten HCT- 116 Einzelzellklonen mitin vitro
methylierten Plasmid
A) Methylierungsmuster der drei Regionen von drei Elrllklonen
B) Karte des HERV- W (NM014590) mit den untersuctBemeichen und der analysierten CpG- Folgen

Das endogene Retrovirus HERV- W zeigt in den untdren Bereichen keine Veranderungen im
Methylierungsmuster der HCT- 116 Einzelzellklonen.
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5.1.11LINE 1: Methylierungsmuster von nicht- transfizierten HCT- 116
Einzelzellklonen

A HCT nommsl: Binzelzeliklon 1

23bp - 484bp

CpG 1 5 10 15 20 25 30 33

HCT normal: Einzelzellklon 2

22bp - 484bp
CpG 1 5 10 15 20 25 30 33
] [ |

S'UTR 3
— z{ orF1__H ORF 2 I’Sm
N

e - LINE 1.2 6050bp

Abbildung 17: LINE 1: Methylierungsmuster von nicht- transfizierten HCT- 116 Einzelzellklonen
A) Methylierungsmuster der analysierten Region voni ¥eatroll- Einzelzellklonen
B) Karte des LINE1.2 (M80343) mit dem untersuchtenreBd; Die Region fir die Untersuchung des
Methylierungsstatus der CpG- Dinukleotide (als Keedargestellt) sind mit roten Balken markiert. QRF
kodiert ein fur ein RNA- Bindeprotein und ORF2 &in Protein mit einer Doméane fur eine Endonukleas®
der reversen Transkriptase.

In Abbildung 17A sind die Methylierungsmuster vomvez nicht- transfizierten HCT- 116
Einzelzellklonen (HCT normal) dargestellt, die &sntrollen fir den DNA- Methylierungsstatus
vor der Integration fremder DNA dienten. In derarstichten Region (22- 484bp) sind insgesamt
33 CpG- Dinukleotide enthalten. Im Einzelzellklonwhren 88 von insgesamt 120 analysierten
CpG- Folgen methyliert. Im zweiten Einzelzellklavaren 124 von den insgesamt 146 untersuchten
CpG- Folgen methyliert. Vereinzelte CpG- Folgen evarn beiden Einzelzellklonen zu TpA
mutiert.
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5.1.12LINE 1: Methylierungsmuster von stabil transfizierten HCT- 116
Einzelzellklonen

A HCT stabil: Einzelzellklon 1
22bp - 484bp
CpG 1 5 10 15 20 25 30 33

HCT stabil: Einzelzellklon 2
22bp - 484bp
CpG 1 5 10 15 20 25 30 33

HCT stabil: Einzelzellklon 3
22bp - 484bp
CpG 1 5 10

HCT stabil; Einzelzellklon 4
27bp - 434bp
CpG 1 5 10

HCT stabil: Einzelzellklon 5
22bp - 484bp
CpG 1 5 10 15 20 25 30 13

3
ORF 2 [

LINE 1.2 6050bp

Abbildung 18: LINE 1: Methylierungsmuster von stabil transfizierten HCT- 116 Einzelzellklonen
A) Methylierungsmuster der analysierten Region vori Einzelzellklonen
B) Karte des LINE1.2 (M80343) mit dem untersuchtenelRBdh und der analysierten CpG- Folgen

In Abbildung 18A sind die Methylierungsmuster voidnf stabil transfizierten HCT- 116
Einzelzellklonen (HCT stabil) dargestellt. In dertersuchten Region (22- 484bp) sind insgesamt
33 CpG- Dinukleotide enthalten. Im Einzelzellklomvaren 56 von insgesamt 88 analysierten CpG-
Folgen methyliert. Im zweiten Einzelzellklon warkhl von den insgesamt 141 untersuchten CpG-
Folgen methyliert. Einzelzellklon 3 hatte von insgent 118 analysierte CpG- Folgen 107
methyliert und Einzelzellklon 4 von 152 untersucht€pG- Folgen 101 methyliert. Der
Einzelzellklon 5 hatte im untersuchten Bereich 78thylierte CpG- Folgen von insgesamt 109
analysierten CpG- Dinukleotiden. Vereinzelte Cp@lgeén waren in allen Einzelzellklonen zu TpA
multiert.
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5.1.13LINE 1: Methylierungsmuster von stabil mit in vitro methyliertem Plasmid
transfizierten HCT- 116 Einzelzellklonen

A HCT stabil met.: Einzelzellklon 1
22bp - 484bp
CpG 1 5 10 15 20 25 30 33

HCT stabil met.: Einzelzellklon 2
22bp - 484bp
CpG 1 5 10 15 20 25 30 33

HCT stabil met.: Finzelzellklon 3
22bp - 484bp
CpG 1 5

10 15 20 25 30 33

3
ORE 2 |

LINE 1.2 6050bp

Abbildung 19: LINE 1: Methylierungsmuster von stabil transfizierten HCT- 116 Einzelzellklonen mitin vitro
methyliertem Plasmid

A) Methylierungsmuster der analysierten Region vom Hirezelzellklonen

B) Karte des LINE1.2 (M80343) mit dem untersuchtenei®gd und den analysierten CpG- Folgen

Abbildung 19A zeigt das Methylierungsmuster der idstabil transfizierten HCT- 116
Einzelzellklone mitin vitro stabil integriertem Plasmid. In der untersuchtegiBn (22- 484bp)
sind insgesamt 33 CpG- Dinukleotide enthalten. limz&zellklon 1 waren 89 von insgesamt 94
analysierten CpG- Folgen methyliert. Im zweitenzgizellklon waren 91 von den insgesamt 158
untersuchten CpG- Folgen methyliert. Einzelzellk®ihatte von insgesamt 120 analysierte CpG-
Folgen 91 methyliert. Die Auswertung der DNA- Seagen zeigte vereinzelte CpG- Folgen, die zu
TpA mutiert waren in allen Einzelzellklonen.

Das Retrotransposon LINE1.2 zeigte nach IntegratemnFremd- DNA keine Veranderungen im
DNA- Methylierungsmuster.
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5.1.14 Quantifizierung der Gesamt- DNA- Methylierung: Vergleich trans- genomische
mit nicht trans- genomischen Zellen

In den ausgewahlten Retroelementen war nach degrition von Fremd- DNA in das Wirtsgenom
keine Veranderung im DNA- Methylierungsmuster fest stellen. Um einen Anhaltspunkt zu
bekommen, ob es iberhaupt zu Anderungen in der DM&thylierung kommt, wurde die Gesamt-
Methylierung in den HCT- 116 Einzelzellklone genessFur die Quantifikation wurde das
.Methylamp™ Global DNA Methylation Quantification iK verwendet. Dazu wurde die

genomische DNA der Einzelzellklone auf Mikrotit&treifen gebunden und die methylierte DNA
durch einen 5-mC- Antikdrper nachgewiesen. In eilBetSA- @hnlichen Reaktion wurden die
DNAs in einem Mikrotiterplatten- Lesegerat quanidrt. Die Menge der methylierten DNA war
proportional zur Starke der Qg

Die Kalkulation der Gesamt- DNA- Methylierung edté durch folgende Formel:

oD (Probe - Negativkontrolle) / 2

(1]
oD (Positivkontrolle- Negativkontrolle) x 100 %

Methylierung (%) =

Die Positivkontrolle war eine vollstandig methyteeDNA, die vom Hersteller mitgeliefert wurde.
Als Negativkontrolle wurde der DNA- Bindungspuffererwendet. Die Ergebnisse von vier
unabhangig durchgefuhrten Experimenten sind in Wiobig 20 zusammengefasst.
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Abbildung 20: Zusammenfassung der globalen DNA- Mdiylierung aus vier unabhangigen Experimenten.
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Um eine Veradnderung in der Gesamt- DNA- Methyligrin der Tumorzelllinie HCT- 116 zu
detektieren, musste zunéchst die globale DNA- Mathyng in Einzelzellklonen ohne stabil
transfiziertes Plasmid bestimmt werden (HCT norira3) und dann mit dem Methylierungsniveau
in den Einzelzellklonen mit integrierter Fremd- DNA&rglichen werden. Die Einzelzellklone mit
stabil transfizierten Plasmid sind als HCT staliid 5 im Diagramm bezeichnet. HCT stabil met. 1
bis 3 bezeichnen Einzelzellklone mit vitro methylierten Plasmid. In einigen stabil transfitea
Einzelzellklonen (HCT stabil 2,4,5 sowie HCT stamiét. 1- 3) wurden gering erhéhte Werte flr
die globale DNA- Methylierung beobachtet, die ablegine statistische Relevanz hatten
(Uberprufung der Daten durch t- Test).

5.1.15GeneChip® Expressions Array: Vergleich trans- genomsche mit nicht trans-
genomischen Zellen

Um einen Hinweis zu bekommen, ob und wo es zu \de@&mgen bei der Transkription im Genom
kommt, wurde eine Microarray- Expressionanalysecligefihrt. Dazu wurde im Duplikat aus
zwei unterschiedlichen Einzelzellklonen Gesamt- RiN@liert und an das Kompetenzzentrum fir
Fluoreszente Bioanalytik (KFB) nach Regensburg lgekt die die weiteren Arbeiten
Ubernommen haben. Fir die Expressionsanalyse wdede , Human Gene 1.0 ST“ Array
verwendet. Die Untersuchung seitens des KFB edditind.

Anhand der Microarray- Daten wurden die Transkoipsiaktivitat der nicht- transfizierten mit den
stabilen, transgenen Einzelzellklone verglicheni Ber Auswertung wurden nur die Gene
beriicksichtigt deren Transkriptionsaktivitat deaktlimehr als zweifach erhdht oder reprimiert war.
Tabelle 13 zeigt eine Auswahl der am starksteniexerten Genomabschnitte.

Veranderungswerte p- Wert Gensymbol Beschreibung Lokalisation
stabil vs. normal
8,67 0,0057 MSX2 msh homeobox 2 5034-935
5,20 0,0007 DNER delta/notch-like EGF repeat containing 2036.3
5,15 0,0022 AKR1C3 aldo-keto reductase family 1, memb 10p15-p14
C3 (3-alpha hydroxysteroit
dehydrogenase, type Il)
4,61 0,0040 HSPB8 heat shock 22kDa protein 8 12qg24.23
4,35 0,0049 AQP3 aquaporin 3 9p13
4,34 0,0006 PRF1 perforin 1 10922
4,21 0,0021 CYP24A1 cytochrome P450, family 24, subfamil 20q13
A, polypeptide 1
4,07 0,0312 SEMA3C sema domain, immunoglobulin domaifrg21-g31

(lg), short basic domain, secreted,
(semaphorin) 3C
3,93 0,0292 CNTN1 contactin 12q911-q12
3,85 0,0069 MAP2 microtubule-associated protein 2 2034-935

Tabelle 13: Uberexprimierte Genomabschnitte beim Vigleich der Expressionsprofile von nicht- transfizerten
HCT- 116 Einzelzellklonen und den stabil transfizien HCT- 116 Einzelzellklonen
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Von insgesamt 28.829 Genomabschnitten waren 144 @erVergleich zu der Transkription der
Kontroll- Einzelzellklone tber exprimiert und 198& herunter reguliert. Die zehn am starksten
reprimierten Gene sind in Tabelle 14 zusammengefdd® Verdnderungswerte (engl.: fold
change) nehmen fur herunter regulierte Gene eiagativen Wert ein. Ergebnisse mit p- Werten <
0,05 wurden als statistisch signifikant bewertet.

Veranderungswerte p- Wert Gensymbol Beschreibung Lokalisation

stabil vs. normal

-8,19 0,0013 CHAC1 ChaC, cation transport regulatt 15915.1
homolog 1 (E. coli)

-6,89 0,0018 NR2F1 nuclear receptor subfamily 2, group FRql4d
member 1

-6,84 0,0235 KLRK1 killer cell lectin-like receptor subfamily 12p13.2-p12.3
K, member 1

-5,94 0,0375 KLRC4 killer cell lectin-like receptor subfamily 12p13.2-p12.3
C, member 4

-5,76 0,0074 F3 coagulation factor Il (thromboplastir 1p22-p21
tissue factor)

-5,53 0,0211 SLC7A11 solute carrier family 7, (cationic aminc4q28-q32
acid transporter, y+ system) member 11

-5,49 0,0019 ARRDC3 arrestin domain containing 3 5014.3

-4,64 0,0334 CALB1 calbindin 1, 28kDa 8021.3-g22.1

-4,43 0,0005 KIAA0040 KIAA0040 1924-925

-4,16 0,0030 C120rf36 chromosome 12 open reading frame 36 12p13.

Tabelle 14: Reprimierte Genomabschnitte beim Vergieh der Expressionsprofile von normalen HCT- 116
Einzelzellklonen und den stabil transfizierten HCT-116 Einzelzellklonen

Zur Kontrolle der Microarray- Daten der Einzelzédike mit und ohne integrierte Fremd- DNA,
wurden die Expressionsprofile der normalen, nichit Rlasmid transfizierten Einzelzellklone
miteinander verglichen. Damit sollte sichergestigitden, dass die beobachteten Veranderungen in
der Transkriptionsaktivitat nicht auf die biolodiec Variabilitdt der Kontrollen zuriickzuftihren
sind. Fir dieses Experiment wurden aus funf nittansfizierten Einzelzellklonen im Duplikat
Gesamt- RNA isoliert und mit dem ,, Human Gene 1T0 8rray analysiert. Auch bei diesem
Versuch war die Fragestellung fur das Labor in Rebarg nicht bekannt. Ein Auszug der
Ergebnisse der Transkriptionsanalyse ist in Tab&Bedargestellt. In den 28.536 analysierten
Genomabschnitten zeigten sich keine signifikantirterschiede im RNA- Expressionsprofil
zwischen den untersuchten nicht- transfizierterz&irellklonen.
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RNA- Expressionsprofil
Gensymbol  Zugangsnummer EZla EZ1lb EZ2a EZ2b EZ3a EZ3b EZ4a EZ4b EZ5a EZ5b

ORA4F17 NM001005240 2,99 2,86 3,02 3,01 2,84 2,82 2,90 2,99 3,40 2,78
14. Sep ENSTO00000388975 6,22 5,65 6,16 5,70 5,43 5,68 5,99 5,61 4,65 6,12
ORA4F16 NM001005277 4,83 3,91 5,40 3,87 4,84 4,64 3,95 4,84 4,08 4,22
FAM87A BC037297 4,23 4,73 4,69 4,44 4,52 4,49 4,52 4,51 5,03 4,64
SAMD11 NM152486 6,28 6,51 6,63 6,96 6,55 6,32 6,58 6,48 7,20 6,58
KLHL17 NM198317 7,10 7,06 7,33 7,38 7,52 7,31 7,28 7,31 7,59 7,45
PLEKHN1 NM032129 6,79 6,53 6,49 6,95 6,79 6,65 6,61 6,77 7,09 6,66
ISG15 NM005101 7,00 7,11 7,07 6,74 7,12 7,11 7,15 7,62 7,35 6,94
AGRN NM198576 7,58 6,84 7,20 7,76 6,82 6,60 7,10 7,36 7,19 6,85
TTLL10 NM153254 6,57 6,62 6,62 6,93 6,63 6,49 6,60 6,55 7,27 6,59

Tabelle 15: Auszug aus den Ergebnissen der Expregasprofile der funf HCT- 116 Einzelzellklonen (EZ15a/b)
ohne integrierte Fremd- DNA

Die beobachteten Unterschiede der Transkriptionsttder HCT- 116 Einzelzellklone mit und
ohne transfizierten Plasmid waren auf Veranderumyeoh die Integration der Fremd- DNA in das
Wirtsgenom zuriickzufuhren.

5.2  Methylierungsanalysen in proviralen HIV- 1 Genomen von Probanden in
unterschiedlichen Infektionsstadien

In der vorliegenden Arbeit wurde die DNA- Methylieig in proviralen HIV- 1 Genomen in
Patienten mit AIDS, mit und ohne Behandlung durntiretrovirale Therapie, HIV- 1 infizierten
Probanden in der Latenzphase (chronisch Infizightee klinische Symptome), LTNPs und in Elite-
Controllern (Daten der Probanden: Tabelle 1) untht um festzustellen in wie weit die DNA-
Methylierung, eine Rolle bei der Kontrolle der HIVdnfektion spielt. Dazu wurden zwei Regionen
im proviralen HIV- 1 Genom untersucht (Abbildung 21

é I
rev, nef
gag vy env
[ vi7[ 24 7| W w0 | wi e
, pol ,
5 LTR ‘ ‘proq p51 RT E];L p31 int ‘ 3 LTR
O i } $ } } i } i i u |
1000bp 2000bp 3000bp 4000bp 5000bp 6000bp 7000bp 8000bp 9000bp
I ‘ ‘ 1 [ ‘ I_\
CpGl 5 10 15 20 25 32 CpGl 5 10 15 20 24
HXB2- K03455 (0000000066000 (006 006
24bp 500bp 922bp 9 7 1 9bp 8371bp 8500bp 9000bp 9494bp

Abbildung 21: Karte des HIV- 1 proviralen Genoms mt den beiden analysierten Bereichen

Die erste Region (24- 922bp) beinhaltet 32 CpG-géwnlund umfasst das 5'LTR sowie einen
Teilbereich degag- Gens. Die erste CpG- Folge an Position 24 imear&ereich kann mit der
Bisulfit- Sequenzierung nicht analysiert werdenr Pweite Bereich (8371- 9494bp) hat insgesamt
24 CpG- Folgen und umfasst die viralen Gtaterev undnef sowie das 3'LTR.
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5.2.1 Nachweis von nicht integrierten HIV- 1 DNA- Formen

In der frihen Phasen der HIV- 1 Infektion wird dasale RNA- Genom zusammen mit der
reversen Transkriptase ins Zytoplasma entlassenZyttoplasma wird die virale RNA in lineare
doppelstrangige DNA mit jeweils einer Kopie des LTah beiden Enden (Abbildung 7)
umgeschrieben und in den Nukleus transportiert. médgrweise wird die virale DNA ins
Zellgenom durch die Integrase eingebaut, was eiserg®ller Schritt fur den HIV- 1
Replikationszyklus darstellt. Allerdings kann es ehlern beim Einbau in das Wirtschromosom
kommen und es entstehen durch ZirkularisierungalddA 1- LTR circles und 2-LTR circles
(135;136). Diese Formen von nicht integrierter DNivd unstabil und gehen nach kurzer Zeit
verloren, aber ihr Vorhandensein ist ein Beweis diite erhebliche transkriptionelle Aktivitat
(137;138). Mehrere Arbeitsgruppen haben die Anwesiervon 2- LTR circles in einem grol3en
Prozentsatz von HIV- 1 Patienten gezeigt, die stagke antiretrovirale Therapie erhalten haben,
trotz der Abwesenheit von nachweisbarer HIV- 1 R(429;139).

Um sicher zu gehen, dass in meinen Analysen nwinate HIV- 1 DNA analysiert wurde, wurden
im Vorfeld unterschiedlichen Patienten- DNAs auiwesenheit von 2-LTR circles durch PCR
kontrolliert (140). Eine Zusammenfassung des Ergsles ist in Tabelle 16 aufgefuhrt.

Die Integration der proviralen HIV-1 DNA wurde dareine Alu- Gag PCR nachgewiesen. Die
erste PCR wurde dabei mit einem fir das vigalg Gen spezifischen Primer und einem fur das
Alu- Element spezifischen Primer durchgefuhrt. Bir- Primer dient dabei als Anker im
menschlichen Genom. Die anschlie3ende zweite PGRenuit einem Primerpaar fur die virale
5'LTR- Region durchgefihrt (141).

DNA 2- LTR circles DNA 2- LTR circles

W- 1 06/ 1995 negativ W- 20 07/ 2006 negativ

W- 1 05/ 1996 negativ W- 350 05/ 2002 negativ

W- 1 04/ 2003 negativ W- 350 10/ 2002 negativ
W- 21 01/ 1997 negativ W- 351 03/ 2002 negativ
W- 21 03/ 2001 negativ TR 15 03/ 2007 positiv
W- 21 06/ 2006 negativ TR 16 12 /2006 negativ
W- 360 07/ 1996 negativ W- 4 08/ 1999 negativ
TR 19 03/ 2007 negativ W- 17 06/ 1999 negativ
W- 20 09/ 1997 negativ

W- 20 04/ 2006 negativ

Tabelle 16: Nachweis von 2- LTR circles in Patiente DNAs aus WIHS ( Women’s Interagency HIV- 1 Stug)
und der Maple Leaf Clinic Cohort

Von den 19 analysierten DNAs, wurden nur bei PatiegR 15 2- LTR circles amplifiziert. Alle
anderen HIV- 1 DNA- Sequenzen lagen nur in deegrierten proviralen Form vor.
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5.2.2 Nicht- methylierte HIV- 1 provirale DNA in AIDS- Patienten

W-4 08/1999 W-17 06/ 1999
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Abbildung 22: DNA- Methylierungsmuster von HIV- 1 proviralen Genomen in AIDS- Patienten
A) DNA- Methylierungsmuster von zwei AIDS- Patient&mklarung Methylierungsmuster siehe Kapitel 5.1.3
B) Karte HIV- 1 mit den beiden analysierten RegionBie roten Zahlen grenzen jeweils die Bereiche der
untersuchten CpG- Folgen ein.

Fur die Analyse wurde genomische DNA aus PBMCsl(dPgripheral Blood Mononuclear Cells)
von zwei AIDS- Patienten isoliert und nach BisulfiBehandlung auf CpG- Methylierung
untersucht.

In der ersten untersuchten Region der Probandid ¥ixd die CpG- Folgen 11 bis 32 nicht
methyliert. Fur die Probandin W- 17 konnte kein Mgierungsmuster der ersten Region erstellt
werden, aufgrund von Amplifikationsproblemen. Dewette analysierte Bereich zeigte in den CpG-
Folgen 1 bis 10 bei beiden Probanden nicht methigl@€pG- Folgen. Die vereinzelten methylierten
CpG- Folgen sind vermutlich das Ergebnis einertrgeimz vollstédndigen Bisulfit- Konversion
einzelner CpG- Folgen.
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5.2.3 Nicht- methylierte HIV- 1 provirale DNA in chronisch infizierten Patienten
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Abbildung 23: DNA- Methylierungsmuster von HIV- 1 proviralen Genomen in chronisch infizierten Patienta |
A) DNA- Methylierungsmuster von zwei Patienten; Erlldg Methylierungsmuster siehe Kapitel 5.1.3
B) Karte HIV- 1 mit den beiden analysierten Bereichen
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Die Abbildung 23 zeigt das Methylierungsmuster vomei chronisch mit HIV- 1 infizierten
Probanden. In der ersten untersuchten Region deshtesm 901196 sind die CpG- Folgen 11 bis 32
nicht methyliert. Der Patient 901271 hatte ebesfall der ersten Region nicht methylierte CpG-
Folgen. In der zweiten Region waren alle CpG- Folder beiden Probanden nicht methyliert.

Die vereinzelten methylierten CpG- Folgen sind watih das Ergebnis einer nicht ganz
vollstéandigen Bisulfit- Konversion einzelner CpGalgen.
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Abbildung 24: DNA- Methylierungsmuster von HIV- 1 proviralen Genomen in chronisch infizierten Patienta Il
A) DNA- Methylierungsmuster von sieben Patienten; &mlkhg Methylierungsmuster siehe Kapitel 5.1.3
B) Karte HIV- 1 mit den beiden analysierten Bereichen

Die Abbildung 24 zeigt die DNA- Methylierungsmustproviraler HIV- 1 DNA aus sechs
chronisch mit HIV- 1 infizierten Probanden. Im erstuntersuchten Bereich sind die CpG- Folgen
in allen Probanden nicht methyliert. Ebenso sindlén zweiten untersuchten Region die CpG-
Folgen in allen Probanden nicht methyliert.
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5.2.4 Teilweise methylierte provirale HIV- 1 DNA in LTNPs
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Abbildung 25: DNA- Methylierungsmuster von HIV- 1 proviralen Genomen in LTNP |
A) DNA- Methylierungsmuster von verschiedenen Zeitgankron Patient W- 1; Erklarung siehe Kapitel 5.1.3
B) Karte HIV- 1 mit den beiden analysierten Bereichen
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In der Abbildung 25 ist das DNA- Methylierungsmustier Probandin W- 1, einer LTNP, zu vier

verschiedenen Zeitpunkten dargestellt. Die Zeitpeigistrecken sich Uber einen Zeitraum von 11
Jahren. Im ersten Zeitpunkt 06/ 1995 waren die Cip@dgen 1 bis 9 in der zweiten analysierten
Region vollstandig nicht methyliert. Im zweiten geinkt 05/ 1996 waren die CpG- Folgen 11 bis
32 in der ersten Region zu 65% methyliert. In deeiren Region waren die CpG- Folgen 1 bis 11
zu 72% methyliert. Sieben Jahre spéater, 04/ 20@8envdie CpG- Folgen 1 bis 9 in der zweiten
Region noch zu 32% methyliert. Im letzten Zeitpumidren die CpG- Folgen 1 bis 11 in der

zweiten Region vollstéandig nicht methyliert.
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Abbildung 26: DNA- Methylierungsmuster von HIV- 1 proviralen Genomen in LTNP II
A) DNA- Methylierungsmuster von LTNPs; Erklarung Mgterungsmuster siehe Kapitel 5.1.3
B) Karte HIV- 1 mit den beiden analysierten Bereichen

In der Abbildung 26 sind die DNA- Methylierungsmeiston proviraler HIV- 1 DNA aus PBMCs

von drei LTNPs dargestellt. Die zweite untersudRégiion war in der Probandin W- 21 in allen drei
Zeitpunkten in den CpG- Folgen 1 bis 11 nicht migtty Die untersuchten CpG- Folgen in den
beiden Bereichen der proviralen HIV- 1 DNA der Rmotin W- 360 waren nicht methyliert. Die
untersuchte Region mit den CpG- Folgen 1 bis QimaProband TR 19 nicht methyliert.
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5.2.5 Komplett nicht methylierte HIV- 1 provirale Genome in Elite- Controllern
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Abbildung 27: DNA- Methylierungsmuster von HIV- 1 proviralen Genomen in Elite- Controller |
A) DNA- Methylierungsmuster von Elite- Controllern;i#arung Methylierungsmuster siehe Kapitel 5.1.3
B) Karte HIV- 1 mit den beiden analysierten Bereichen

Elite- Controller, mit einer Viruslast unter der ¢faveisgrenze, nehmen eine Sonderstellung in der
Gruppe der LTNPs ein. Die Abbildung 27 zeigt dasA@Niethylierungsmuster von drei Elite-
Controllern. Im untersuchten Bereich waren die CpGlgen 1 bis 9 bzw. 11 vollstandig nicht
methyliert.
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Abbildung 28: DNA- Methylierungsmuster von HIV- 1 proviralen Genomen in Elite- Controller 11
A) DNA- Methylierungsmuster von Elite- Controllern;i#arung Methylierungsmuster siehe Kapitel 5.1.3
B) Karte HIV- 1 mit den beiden analysierten Bereichen

In Abbildung 28 sind die DNA- Methylierungsmusteorv drei weiteren Elite- Controllern
dargestellt. Auch hier sind nur vollstandig nichéthylierte CpG- Folgen im analysierten Bereich
zu finden.

Durch Bisulfit Sequenzierung genomischer DNA wurd#dA- Proben von 20 HIV- 1 infizierten
Probanden in unterschiedlichen Krankheitsstadien H&/- 1 Infektion auf ihren CpG-
Methylierungsstatus im HIV- 1 proviralen Genom usteht. Die DNA- Proben waren aus den
PBMCs von 10 Patienten mit chronischer HIV- 1 Inifek, mit und ohne Behandlung durch eine
retrovirale Therapie; sechs Elite- Controllern uhd TNPs isoliert worden. In allen untersuchten
DNA- Proben war die provirale HIV- 1 DNA in das Wigenom integriert. Bei der Bisulfit
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Sequenzierung genomischer DNA wurden bis zu 84etezprovirale HIV- 1 DNA- Molekile
analysiert, um die Moéglichkeit von epigenetischarigtionen auszuschliel3en.

Die analysierten CpG- Folgen waren im 5 und 3'LiFRginem Teilbereich degag Gens sowie in
den akzessorischen Genah rev und nef lokalisiert. Die provirale HIV- 1 DNA war in 19 d0
HIV- 1 infizierten Probanden vollstandig nicht mgtart. Im Gegensatz dazu, war das
Methylierungsprofil der proviralen HIV- 1 DNA derrébandin W- 1, eine LTNP, komplexer.
Wahrend des Studienzeitraumes von 11 Jahren hegté’rdbandin durchgéngig eine geringe
Viruslast (Tabelle 1). Die provirale HIV-1 DNA war zwei Zeitpunkten komplett nicht methyliert,
aber in zwei anderen teilweise methyliert in detetsuchten Bereichen. Die DNA- Methylierung
des proviralen HIV- 1 Genoms in den zwei Zeitpunkterar nicht mit einer erhohten
Virusreplikation korreliert.

5.2.6 Kein 5- Hydroxymethylcytosin (5-hmC) in HIV- 1 Proviren

Bei der Analyse von Bisulfit- konvertierter DNA kamach der Sequenzierung nicht zwischen 5-
mC und 5- hmC unterschieden werden. Da bei eineATin verschiedenen Zeitpunkten
unterschiedliche CpG- Methylierungsniveaus gefunaerden, sollte sichergestellt werden, dass es
sich dabei um 5- mC und nicht um 5- hmC handelind® hmC entsteht als Zwischenprodukt bei
der DNA- Demethylierung (26;31;142). Dazu wurde gsthylFlash™ Hydroxymethylated DNA
Quantification Kit (Colorimetric)* verwendet. Zur u@ntifizierung wurde genomische DNA an
Mikrotiter- Streifen gebunden und hydroxymethyleerDNA mit einem Capture- und einem
Detektions- Antikdrper nachgewiesen und in einenkrbtiterplatten- Lesegerat vermessen. Die
Menge von hydroxymethylierter DNA war dabei propmral zur Starke der Ofgh. Ein Nachteil
dieser Technik ist, dass nicht zwischen individerelCpG- Dinukleotiden unterschieden werden
kann, sondern nur ein Durchschnittswert aller CBGlgen des Genoms quantifiziert wird. Fir die
Berechnung der Gesamt- Menge an 5- hmC wurde fdgy€ormel verwendet:

0DProbe - ODNegativikantrole 1 / DNA- Menge der Probe (ng)

— x 100 %
(0Drositivkontrolle - 0DNegativiontranie m) X 5 / DNA- Menge der Positivkontrolle (ng)

5- Hydroxymethylcytosine (%) =

In vier unabhéangigen Experimenten wurden in DNAsld@n aus den PBMC’s von LTNP W- 1 in
drei verschiedenen Zeitpunkten (05/ 1996, 03/ 208B2006) kein 5- hmC gefunden.

5.2.7 Spezifische Mutationen von CpG- Dinukleotidem proviraler HIV- 1 DNA

Bei der Auswertung der Sequenzierung der BisuKdnvertierten DNA aus den PBMCs HIV-
infizierten Patienten mit unterschiedlichem Infekisverlauf fiel auf, dass bestimmte CpG- Folgen
in der DNA- Sequenz aus der proviralen PatienteddADm Vergleich zum HIV- 1 Referenzstamm
HXB2 (K03455) mutiert waren. Auch der Vergleich rdier DNA- Sequenz von anderen HIV-1
Referenzstammen, wie AF033819, MN (M17449.1), JRFMB8429.1), pNL4.3 (AF324492) und
SF2 (K02007.1)zeigte Mutationen in spezifischen €pGlgen der Patienten- DNAs. Tabelle 17
zeigt eine Zusammenfassung.
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Patient Region 1: 24- 922bp Region 2: 8371- 9494bp
CpG 2 CpG 4 CpG10 CpG20 CpG29 CpG2 CpG5 CpG 9 CpG 20

W-1 n.b. n.b. n.b. 13/13 13/13 n.b. 11/11 n.b. n.b.

05/ 1996

W-1 n.b.
04/ 2006

W- 21 n.b.
03/ 2001

W-360 n.b. n.b. n.b. n.b. 717 6/6 6/6 6/6 n.b.
W- 20 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 5/5 n.b. n.b.
09/ 1997

W- 20 n.b.
07/ 2006

W-350 n.h.

10/ 2002

W- 352 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 11/11 n.b. n.b.
03/ 2002

W- 352 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 1/11 n.b. n.b.

07/ 2006

TR 16 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. 717 n.b. n.b.

W- 17 n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.

801196 n.b. n.b. n.b. 2/84 26/84 n.b. n.b. n.b. 4/4

901271  9/9 n.b. n.b. 80/80 80/80 31/31 29/31 29/31 1/4

901448 n.b. n.b. n.b. 9/9 9/9 6/6 n.b. n.b. n.b.

901448 n.b. n.b. n.b. 4/4 4/4 n.b. n.b. n.b. n.b.
Tabelle 17: Wiederkehrende mutierte CpG- Folgen irden unterschiedlichen Patienten- DNAs
n.b. = nicht bestimmt
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Im Bereich deigag- Region (565- 922bp) wurden die CpG- Folgen 20 2&daufig durch andere
Dinukleotide ersetzt. Iniat- undrev- Genbereich (8371- 8585bp) waren die CpG- Dinuideoin

den Positionen 5 und 12 oft durch andere Dinuldieogirsetzt.

Durch Sequenzieren von nicht- Bisulfit- behandeD@®&A wurden die Sequenzunterschiede in der
DNA einiger Patienten bekraftigt. Die haufig betesfen CpG- Folgen 20 und 29 im Bereich des
gag- Gens (565- 922bp) und die CpG- Dinukleotide 5 @@dm tat- undrev- Genbereich (8371-
8585bp) zeigten eine Vielfalt an Mutationen vonhticCpG- Dinukleotiden, namlich zu ApA,
ApG, ApT, CpA, CpT, GpG, TpG und TpT. Eine Analysmn acht zuféllig gewéahlten Sequenzen
von HIV- 1 proviraler DNA aus der Los Alamos HIV-Datenbank (143) zeigte Mutationen in
denselben CpG- Dinukleotiden, wie die analysieRatienten- Proben. Eine Zusammenfassung ist
in der Tabelle 18 dargestellt. Biostatistische Asah, durchgefihrt von Christina Ramirez Kitchen
von der University of California, Los Angeles CASH, zeigten, dass diese Mutationen nicht
zufallig sind (p- Wert <0.001). Es wurde ein CRQuadrat- Test und die Anderson- Darling
Methode angewandt, um zu untersuchen, ob diesentferdngen statistisch signifikant sind. Beide
zeigten, die Veranderungen in den CpG- Folgen iddmeuntersuchten Regionen treten haufiger als
erwartet auf.

Regionl: 24- 928bp

o g 8 2 S 2 2 3
) ) 8 S = 3 D 2 R
S S S N N X Q Q 8

< 2 2 2 < < < <
01 n.b. n.b. ApA ApA ApA ApA ApA ApA
02 n.b. CpG CpG CpA CpG CpA CpA CpA
03 n.b. CpG ApC CpG ApC ApG ApG ApG
04 n.b. CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
05 n.b. CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
06 n.b. CpG TpG CpG TpG CpA CpG CpG
07 n.b. CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
08 n.b. CpG CpG TpG CpG TpG CpG TpG
09 n.b. CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
10 n.b. CpG CpG CpT CpG CpG CpG CpG
11 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
12 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
13 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG TpG
14 CpG CpG CpG CpG CpG CpG TpG CpG
15 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
16 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
17 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
18 CpG CpG ApG CpG ApG CpG CpG CpG
19 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
20 CpG CpG CpG CpA CpG CpA CpG CpA
21 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
22 ApG CpG CpG CpG CpG CpG CpG ApG
23 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
24 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
25 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
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26 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
27 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
28 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
29 CpG ApG ApG ApA ApG ApG ApA ApA
30 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
31 CpG CpG ApG CpG ApG CpG CpG CpG
32 CpG CpG CpG CpG CpG CpG TpG CpG

Region 2: 8371- 9494bp

1o} Lo Lo AN o (92} <t

S S g S . 2 3 S

Q & 3 = - ™ © N~ ~

o <t N~ N N Lo [e0] [e0] [ee]

(@) o o AN AN AN AN AN [\l

> s m m ] ] ] m

< < < < < < <
01 CpG CpG CpG TpG CpG CpA CpA CpA
02 CpG ApG CpG CpG CpG ApG CpG ApG
03 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
04 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
05 CpG CpC TpC ApG TpC CpG GpT CpA
06 CpG CpG CpG TpG CpG TpG CpG TpG
07 CpG GpG CpG CpG CpG CpG CpG ApG
08 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG
09 CpG CpG CpG CpA CpG CpG CpA CpG
10 CpG CpG CpG CpG CpG ApG CpG CpG
11 CpG CpG CpG CpG CpG CpA CpG CpG
12 CpG CpT CpT CpT CpT CpT CpT CpT
13 CpG CpG CpG CpG CpG ApG CpG ApG
14 CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG CpG

Tabelle 18: Zusammenfassung von CpG- Mutationen in Sequenaerr8wzufallig ausgewahlten proviralen DNAs aus
der Los Alamos HIV- 1 Datenbank
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VI. Diskussion

6.1 Veranderungen im DNA- Methylierungsmuster nach Intgration von Fremd-
DNA in Retroelementen im menschlichen Genom

6.1.1 Keine Veranderungen im Methylierungsmuster nach Inegration von fremder
DNA in Retroelementen im menschlichen Genom

Vorarbeiten in Hamsterzellen, die Adenovirus Typ DRA- Sequenzen chromosomal integriert
halten, haben gezeigt, dass es zum Teil zu erleblic Veranderungen im DNA-
Methylierungsmuster endogener retroviraler DNA-@88gen von IAPs kommt. Im Hamstergenom
existieren ca. 900 Kopien der IAP Retrotransposdies,vorwiegend auf den kurzen Armen der
Chromosomen vorkommen (144;145). Neben einer Veréimg) im DNA- Methylierungsmuster
der Retrotransposons hat die Integration von freniRidA auch Auswirkungen auf das DNA-
Methylierungsmuster von Genen in der Nahe und emtfeon der Insertionsstelle auf anderen
Chromosomen (66;69;70).

Um zu untersuchen, ob es zu Veranderungen nachirdegration von fremder DNA im
menschlichen Wirtsgenom kommt, wurden Einzelzetielomit und ohne Transgenom durch
Bisulfit- Sequenzierung genomischer DNA auf ihre ANMethylierung in den endogenen
Retroviren HERV- K und HERV- W, sowie dem Retrospason LINE 1 untersucht. Ein
Vergleich mit den Kontroll- Einzelzellklonen ohnetégrat zeigte, dass es in den ausgewahlten
Retroelementen zu keiner Veranderung im DNA- Meé#myhgsmuster gekommen ist. Beide
Gruppen der Einzelzellklone, ob mit oder ohne Tgensm, zeigten Uberwiegend methylierte CpG-
Folgen in den untersuchten Regionen (Abbildungen 1I9). Auch eine Quantifizierung der
Gesamt- Methylierung in den Einzelzellklonen zewgté&eine signifikanten Unterschiede
(Abbildung 20).

6.1.2 Vergleich trans- genomische mit nicht trans- genorschen Zellen durch
Microarray- Expressionsanalyse

Ein Vergleich von trans- genomischen mit nicht sragenomischen Zellen durch eine Microarray-
Expressionsanalyse zeigte, dass von insgesamt 28i82rsuchten Genomabschnitten 144 Gene
signifikant Gber exprimiert und 198 Gene signifiklwerunter reguliert waren (Tabelle 13, 14). Die
Kontrolle der Expressionsprofile von Einzelzellkbkonohne Integrat (Kontroll- Einzelzellklone)
(Tabelle 15) zeigte, dass es keine signifikantetetdchiede zwischen den einzelnen Klonen gab.
Die beobachteten Veranderungen in der Transkripékitivitat waren somit nicht auf die
biologische Variabilitat der Kontrollen, Einzeladne ohne Transgenom, zurtickzufihren, sondern
auf Veranderungen nach der Integration von frerdéA.
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Die beobachteten Veranderungen stellen die Gruadldédr weiterfihrende Untersuchungen dar,
wie zum Beispiel Genomweite DNA- Methylierungsars&ly, die Hinweise darauf geben konnten,
wie massiv sich eine Integration auf das menscaliéenom auswirkt.

6.2 Epigenetische Analyse von proviralen HIV- 1 Genomenin Patienten in
unterschiedlichen Krankheitsstadien

6.2.1 Molekulare Biologie der HIV- 1 Latenz

AIDS ist die bisher meist unvermeidbare Konsequeiner HIV- 1 Infektion. Der fortschreitende
Abbau der CD% T- Zellen beeintrachtigt das Immunsystem soweiss opportunistische
Infektion, die normalerweise meist harmlos sindmzTod der infizierten Menschen fuhren.
Intensive antiretrovirale Therapie kann die Virydileation soweit unterdriicken, dass sie mit den
gangigen diagnostischen Methoden nicht mehr nadbaeiist. Die Lebensspanne von HIV- 1
positiven Menschen wird dadurch erheblich verlandeine vollstandige Entfernung des Virus aus
dem Wirtsorganismus ist mit diesem Therapieansatht madglich. Wird die antiretrovirale
Therapie unterbrochen, replizieren die latenteneViwieder (146-148). Makrophagen spielen
vermutlich eine wichtige Rolle bei der viralen Rkption wahrend der antiretroviralen Therapie,
weil HIV-1 weniger zytotoxisch auf diese Zellen lktirund auch die verabreichten HIV-
Medikamente vergleichsweise weniger wirksam sindP{153). Das Hauptreservoir der latenten
HI- Viren sind CD4- T- Gedachtniszellen. HIV- 1 infizierte T- Gedé&uistzellen haben eine extrem
lange Lebenszeit von vielen Jahren und produzisedm effektiv infektiose HI- Viren. Aber nur
eine kleine Population dieser Zellen ist Trager latanten HIV- 1 Proviren, geschatzt eine vof 10
Zellen (154;155). Die integrierten Proviren sind amtiretroviralen Medikamenten geschutzt, die
nur replizierende Viren angreifen kdnnen. Aul3erde@mn das wirtseigene Immunsystem infizierte
nicht von nicht- infizierten Zellen unterscheideveil es keine virale Aktivitat gibt. Das provirale
Reservoir wird im frGhen Stadium der Infektion d#af (156), ist extrem dauerhaft mit
durchschnittlich 44 Monaten Halbwertszeit (157) ukahn wahrend einer akuten Phase der
Virusreplikation wieder regeneriert werden (158)e [atenten HIV- 1 Proviren bilden damit eine
nahezu unerschopfliche Quelle von Replikations- fpetenten Viren.

Die Replikation von HIV- 1 Proviren ist abhangig nveiner produktiven Transkription. Die
Transkription wiederum ist abhangig von der WirtkzMaschinerie und dem Transaktivator-
Protein Tat. Das HIV- 1 nutzt sein 5'LTR als v@alPromotor. Der HIV- 1 Promotor besitzt drei
Tandem SP1- Bindestellen (159), eine Bindestelledléis TATA- Box- Bindeprotein (TBP) (160),
TBP- assoziierte Faktoren und eine Initiator- Sequé€l6l). In der Initiator- Sequenz sind
Uberlappende Bindestellen fur NBE und NFAT (engl. nuclear factor of activated T Iggl
vorhanden. Eine Bindung von NB und NFAT verstarkt die Transkription von HIV- T i
Zusammenarbeit mit SP1 und rekrutierten HATs (162)1Neben dem Kern- Promotor benutzt
HIV- 1 eine Signal- abhéngige Verstarker- Regiong(e Enhancer- region) (164). Der HIV- 1
Promotor ist im Gegensatz zu zellularen Promotanerhdochsten MalRe abhéangig vom viralen
Transaktivatorprotein Tat (165;166). Die Wirkungnvdat wird durch folgendes Modell erklart.
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Der Komplex der zellularen RNA- Polymerase 1l (RNAPbindet sich zusammen mit
Transkriptionsfaktoren an den 5°LTR- Promotor desviPusgenoms und initiiert die RNA-
Synthese. Die gebildeten Produkte sind kurz untadten die 5terminalen Sequenzen der TAR
(engl. trans- activation response)- Elemente. Ti&Rein regulatorisches Element, lokalisiert
stromabwarts der Initiationsstelle der Transkript{h67;168). Die TAR- Elemente interagieren mit
TRP1 (TAR- RNA- Bindeprotein 1) und die Elongatider mRNA- Synthese ist blockiert. Die
gebildeten kurzen Transkripte sind instabil unddeerbis auf die TAR- Regionen abgebaut, die im
Zytoplasma akkumulieren. Ist Tat im Zellkern vortlan, bindet es an das TAR- Element und
verhindert den Abbruch der Polymerisation. Dazurug&rt Tat P- TEFb (engl. positive
transcription elongation factor b). P- TEFb hypegphoryliert die C- terminale Doméne der
RNAPII, die dadurch aktiviert wird (169-172). Denitlationskomplex wird stabilisiert und
translatierbare Transkripte werden gebildet. Zatjererstarkt Tat die HIV- 1 Transkription und
erhoht die Transkriptionsrate auf mehr als das ldufathe.

Jede Storung im Prozess der HIV- 1 Transkripti@n,es bei der Initiation oder der Elongation,
fuhrt zu latenten Proviren. Dabei spielen eine Beaibn Transkriptionfaktoren, wie KB, NFAT
und P- TEFb, eine wichtige Rolle. Die HIV- 1 Traripkion wird durch An- oder Abwesenheit
dieser Transkriptionsfaktoren in ruhenden primaferZellen stark beeinflusst und kann so zum
Latenzzustand von HIV- 1 in diesen Zellen fuhréa.3-176).

6.2.2 Die Rolle der Epigenetik bei der HIV- 1 Latenz

Die Genexpression jedes zellularen Gens inklusige ohtegrierten HIV- 1 Provirus ist von
spezifischen epigenetischen Modifikationen abhangarh der Integration des HIV- 1 Genoms in
das Wirtschromosom scheint sich eine besondere edséimenstruktur um das Provirus
auszubilden, unabhangig vom Ort der Integratior? (I178). Die epigenetischen Modifikationen an
zwei Nukleosomen am LTR- Promotor spielen eine gré®lle bei der Kontrolle der HIV- 1
Genexpression (178-180). Auch DNA- Methylasen samdder HIV- 1 Transkription und dem
Erhalt der Latenz beteiligt (121;122;181).

Viele der Enzyme, die epigenetische Modifikatiorstauern, haben keinen direkten Zugang zur
DNA und miussen direkt vom LTR durch verschiedeneABBindeproteine rekrutiert werden.
Beispiele solcher Proteine sind CBF-1 (engl. layer€- promoter binding factor 1), YY1/LSF
(engl. YinYang 1/ late SV40 factor), P50 Homodim&RA4 (engl. activating enhancer- binding
protein 4), CTIP2 (engl. COUP- TF- interacting @iat2) und der Thyroidhormon- Rezeptor. Jedes
einzelne von diesen Proteinen kann Chromatin- nmeli€Ende Enzyme in Form von
Multiproteinkomplexen fir das HIV- 1 5'LTR rekruten (182-187). CBF-1 zum Beispiel induziert
eine repressive Chromatinstruktur, die die HIV- dtdnz in primaren CD4 T- Zellen fordert
(182). EZH2, eine Histonmethylase und KomponentgeRigG- Komplexes (engl. polycomp group
corepressor) induziert ebenfalls eine repressiveoi@atinstruktur wahrend der HIV- 1 Latenz
(188). PcG- Komplexe beinhalten multiple Chromatmedifizierende Enzyme, die bekannt sind
fir eine Repression von zellularen Genen durch Ziedlan von hemmenden epigenetischen
Modifikationen von Histonen und DNA sind. Werden e direpressiven epigenetischen
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Modifikationen entfernt oder inhibiert, so fihrtdaur Reaktivierung der latenten HIV- 1 Proviren
(189-191).

Um das Reservoir an latenten HIV- 1 Proviren augshien, wurde in Zellkulturexperimenten mit
primaren CD4 T- Zellen versucht das latente Virus zu reaktiier beispielweise durch
aktivierende Transkriptionsfaktoren oder Manipwaatvon Histonmodifikationen, und dann gezielt
mit einer antiretroviralen Therapie zu bekampfeiese Art der Strategie ist bekannt als ,shock and
kill*. ,Shock” bedeutet das Reaktivieren des laemHIV- 1 Provirus und ,kill* die Behandlung
der reaktivierten Viren durch antiretrovirale Mealikente (192;193).

Eine Studie aus dem Jahr 2012 beschreibt die ,SHaekandlung von HIV-1 infizierten Patienten
mit dem HDAC- Inhibitor Vorinostat, bekannt aus d&@ebstherapie. Dazu wurden zunachst 16
Patienten durch Leukopherese weifl3e Blutzellen emtmen und daraus die CDZ- Zellen isoliert.
Nach einer Behandlung der Zellen mit Vorinostatgtem sich in acht, der aus den Patienten
isolierten CD4 T- Zellen eine Zunahme der HIV- 1 RNA. Um die Wirlg von Vorinostain vivo

zu testen, erhielten diese Patienten zunachstneaakeige Dosis (200mg) des Medikaments um die
Vertraglichkeit zu testen. Nach ein paar Wochendeudie Dosis auf 400mg gesteigert und in
einem Zeitfenster von 6 Stunden nach der VerabueglCD4 T- Zellen isoliert und die Menge an
HIV- 1 RNA gemessen. Es zeigte sich auch hier efm@ahme der HIV- 1 RNA (194). Allerdings
muss auch erwahnt werden, dass finf der 16 getaskdl/- 1 Patienten Gberhaupt nicht auf das
Medikament Vorinostat reagiert haben. Die Studiét ginen ersten Einblick, wie eine ,Shock*
Behandlung des proviralen HIV-1 Genoms funktiomekann. Fur eine Anwendung in der Praxis
sind allerdings noch weitere Untersuchungen notig.

6.2.3 Zellkultur- Modelle furr die HIV- 1 Latenz

Die DNA- Methylierung ist essentiell fir die norredEntwicklung in Sdugetieren und ist involviert
in der Stilllegung von Genen (195). TranskriptidedRepression durch DNA- Methylierung kann
durch zwei grundlegende Mechanismen herbei gefidlertden. Die DNA- Modifikation kann
erstens die Bindung von Transkriptionsfaktoren lanentsprechendes DNA- Motiv verhindern.
Viele Transkriptionsfaktoren aus Saugern binderG&h reiche DNA- Motive mit CpG- Folgen
(196). Ist die Bindestelle methyliert, kdnnen eeigon den Transkriptionsfaktoren nicht mehr
binden (197). Zweitens, Methylierte CpG- Folgen der speziell durch MBDs erkannt und die
kénnen zum Beispiel den NuRD (engl. nucleosome daimng and histone deacetylation)-
Komplex rekrutieren (55;198).

DNA- Methylierung des HIV- 1 LTR wurdm vitro durch die Verwendung von Reporter- Plasmid-
Systemen und durch latent- infizierte transforn@iefelllinien untersucht (120;199-201). Derzeit
gibt es zwei Modelle fur die Untersuchung der HIVtatenz in Zellkultur.

Das in vitro Jurkat- Latenz (J- Lat) Modell der HIV- 1 Latenzungte mit einer infizierten
menschlichen T- Zell- Leukamie- Zelllinie (Jurkagiinie) entwickelt, die mit dem rekombinanten
HIV- 1 Klon HIV- 1- R7/ E/ GFP infiziert worden ist. HIV- 1- R7/"EGFP kodiert anstelle des
nef- Gens das grine fluoreszierende Protein (GFP)ddesh eine Leserasterverschiebungems
Gen des HIV- 1- R7/ 3/ GFP eingefuhrt wurde. HIM-R7/ 3/ GFP ist ein Derivat des HIV- 1

84



Diskussion

Isolates HXB2 (202). Durch die Mutation findet reine einmalige Infektion in den Zellen statt.
Das defekte HIV- 1 Hullprotein wird durch die Pdetypisierung mit VSV- G (Vesicular
Stomatitis Virus- Glykoprotein) kompensiert, dapa@at auf einem Plasmid kodiert ist. Vier Tage
nach der Infektion werden die Jurkat- Zellen awd Hixpression von GFP analysiert und GFP-
negative Zellen durch FACS (engl. Fluorescence-ivattd Cell Sorting) aussortiert. Die so
infizierten Zellen sind in zwei unterschiedliche pR@ationen aufgeteilt. Zum einen, die latent
infizierten Zellen und die nicht infizierten ZelleWm die infizierten von den nicht infizierten
Zellen zu unterscheiden, werden die Zellen mit dENFo- Antagonist behandelt. Die latent
infizierten Zellen (ca. 2%) exprimieren nach deh8&edlung GFP und werden anschlieend im
FACS von den nicht infizierten Zellen getrennt wumeiter kultiviert zu latent infizierten Zelllinien.
Die Bisulfit- Analyse von CpG- Folgen im HIV- 1 5TR in den J- Lat- Zellklonen, die kein GFP
mehr exprimierten, zeigte eine Hypermethylierun22(1 Im Gegensatz dazu, zeigten J- Lat- Zellen
mit exprimierten GFP eine Hypomethylierung im Praoomound eine produktive Infektion. Die
Behandlung von J- Lat- Zellklonen mit 5-Aza-2-oegcytidin kann eine Hypomethylierung
induzieren und das HIV- 1 Provirus aktivieren (1I2R). Fur das J- Lat- Modell wurden eine
bereits durch HTLV transformierte Zelllinie verwesiddie wahrscheinlich schon vor der Infektion
Abweichungen in ihrem zellularen Genom trugen (2QBh diese Diskrepanz zu umgehen, wurde
das primére T- Zell Latenz Modell (engl. PrimarycEll latency model) entwickelt. Dazu wurden,
anstatt einer transformierten Zelllinie, CDZ- Zellen von gesunden Blutspendern isoliert und
durch aktivierende bzw. differenzierende Konditiome der Zellkultur zu 1- Helferzellen (Typl1-

T- Helferzellen), T2- Helferzellen (Typ2- T- Helferzellen) und NP CD#- Zellen (engl. non-
polarized central memory T- cells) modifiziert (28d5). Die einzelnen Zellpopulationen wurden in
Zellkulturmedium mit Interleukin- 2 kultiviert undnit einem defekten HIV- 1 Klon ohne
funktionierendegnv- Gen infiziert (206). Durch die Leserasterversbhigg imenv- Gen findet nur
eine einmalige Infektion in den Zellen statt. Dam@glicht die Detektion von latent infizierten
Zellen und unterbindet eine fortlaufende produkiiviektion und eine Virus- induzierte Apoptose
der Zellen. Das defektenv- Gen wurde durch ein, auf einem separaten Pladdierten,
Hullprotein ersetzt. Drei Tage nach der Infektiorurden die Zellen auf eine produktive
Virusinfektion durch intrazellulares Farben desalén p24*9 Protein untersucht. Einen hoher
Gehalt an p2#9 Protein ist ein Kennzeichen einer aktiven Infektinit HIV- 1. Zellen mit einer
aktiven Virusreplikation starben innerhalb der reieh funf Tage an Virus- induzierter Apoptose.
Nur nicht- infizierte und latent infizierte Zelleiberlebten die weitere Kultivierung. Sieben Tage
nach der Infektion wurden die Zellen mi€D3/ aCD28- Antikérper stimuliert und der p%4
Protein- Gehalt erneut gemessen. Zellen, die emden p2#9 Protein- Gehalt aufwiesen, waren
latent mit HIV- 1 infiziert. Die Analyse der drenterschiedlichen Populationen,T- Helferzellen,
Tu2- Helferzellen und NP CDA4T- Zellen, zeigten, dass die NP CD®- Zellen Population den
hochsten Anteil an latent infizierten Zellen aufsga (203). NP CD4T- Zellen zeigten in der
DNA- Methylierung im 5LTR signifikant mehr methglite Proviren als die NP CDA- Zellen
mit einer aktiven Infektion (122).
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6.2.4 DNA- Methylierungsprofile von HIV- 1 proviralen Genomen in PBMC’s von
HIV- 1 infizierten Probanden

Derzeit gibt es, auRer meinen 2008 begonnenen $&lieungen, drei Arbeiten zur DNA-
Methylierung in HIV- 1 infizierten Menschen im HI\-5"LTR.

Die erste Studie (121) zeigte, dass latent infigi@D4 T- Zellen, isoliert aus avirdmischen HIV- 1
Patienten, HIV- 1 Proviren mit methylierten CpGddem im 5'LTR Promotor besal3en.

Eine weitere Studie bestatigte das Ergebnis in HIVAfizierten Probanden, die mit antiretroviralen
Medikamenten behandelt werden (123). In LTNPs u@ vidurden einzelne methylierte CpG-
Folgen im 5°'LTR gefunden. In aviramischen Patientater antiretroviraler Therapie waren alle
CpG- Folgen von HIV-1 proviralen Genomen im 5 LT&8lIstandig unmethyliert (126).

Im Gegensatz zu den bereits veréffentlichten Adreitl21;123;126), wurden in der Dissertation
eine groRere Gruppe von HIV- 1 infizierten Probandet unterschiedlichem Krankheitsverlauf auf
ihren CpG- Methylierungsstatus nicht nur im Beretds 5 LTR untersucht, sondern auch im
3'LTR und in Teilbereichen degg undenv, sowie in den akzessorischen Genef) rev undtat.

Die Studiengruppe setze sich aus 10 Frauen und &@né&tn zusammen. Sechs der Probanden
waren EC, vier waren LTNPs und 10 waren in der mischen Phase der HIV- 1 Infektion oder
hatten bereits AIDS entwickelt.

In 19 der 20 Probanden wurden nicht methylierte CpGlgen in allen analysierten Bereichen
gefunden (Abbildungen 22- 24, 26- 28). Die Ergebmibestatigen die Daten der anderen drei
Studien fur den 5°LTR (121;123;126), gehen abeddn Daten lUber andere Genombereiche tber
die veroffentlichten Ergebnisse hinaus. Die Ergesmiaus der DNA von PBMCs implizieren, dass
es andere nicht epigenetische Mechanismen gebes) nmasdie Latenz aufrecht zu erhalten. Nicht
methylierte CpG- Dinukleotide kénnen Immunantworgerslosen (207;208). Oligonukleotide, die
nicht methylierte CpG- Dinukleotide enthalten, kénrals Antagonisten fur den TLR9 (engl. Toll-
like receptor 9) dienen (209-211). Der Polymorphisrdes TLR9 spielt eine Rolle im Fortschreiten
der HIV- 1 Erkrankung (212). TLR9 induziert die tdrferon- alpha Produktion durch
Plasmazytoide dendritische Zellen (pDC) in HIV- dfizierten Patienten (213;214). Zudem
schitzen CpG- Folgen Monozytare Zellen gegen eamevpr geleitete Apoptose unabhangig von
TLR9 (215). Nicht methylierte CpG- Folgen konnemlaieh am Uberleben und der Persistenz des
infizierten Monozytaren Zellreservoirs mitarbeitddemzufolge spielen nicht methylierte CpG-
Folgen im HIV- 1 Genom verschiedene Rollen in d&/-H Immunpathogenese.

Die Probandin W- 1, eine LTNP, die seit den spdt6B80- er Jahren HIV- 1 infiziert zu sein
scheint, zeigte eine komplexere Situation in ihi@eMA- Methylierungsprofil (Abbildung 25). In
zwei Zeitpunkten nach ihrer HIV- 1 Infektion waream Teil methylierte CpG- Folgen zu sehen,
wéhrend die anderen zwei Zeitpunkte nur nicht megdttg CpG- Dinukleotide enthielten. Die zwei
Zeitpunkte mit methylierten CpG- Folgen enthieltexin 5- hmC. Die Anwesenheit von 5- hmC
ware ein Hinweis fur eine Demethylierung des HIVPrbvirus gewesen. Es ist moglich, das diese
Diskrepanzen in der DNA- Methylierung durch dieelgration des Virus an unterschiedlichen
Stellen im Wirtsgenom zu verschiedenen Zeiten eh&st. In embryonischen Stammzellen der
Maus ist diede novo Methylierung eines integrierten Plasmids vom Indéignsort abhéngig (216).
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Diese Aussage wird gestitzt durch den Befund, des®MT CpG- Dinukleotide in bestimmten
Sequenzen oder konformativer Umgebdeagovo nicht methylieren kann (217).

6.2.5 HIV-1 Latenz im Zellkulturmodell verglichen mit HI V- 1 Probanden

Die Zellkultur- Modelle zeigen, dass die DNA- Melieyung eine Rolle in der Latenz- Erhaltung
von HIV- 1 infizierten Zellen spielt zumindestenster den beschriebenen Bedingungen (120-
122;181;199;200;212;218-223). Im Gegensatz dazssela die Daten aus HIV- 1 infizierten
Probanden erkennen, dass andere nicht epigene®sokesse wichtig fur die HIV- 1 Latenz sind
(121;123;126;224). Diese Diskrepanz kann durch Ai@eahme erkléart werden, dass spezifische
CpG- Methylierungsprofile in HIV- 1 Genomen untemd Druck der natirlichen Selektion in HIV-

1 infizierten Menschen stehen. In Zellkultur gebaé provirale Genome unterliegen dagegen nicht
dem Druck des menschlichen Immunsystems.

6.2.6 Spezifische Mutationen von CpG- Folgen im HIV- 1 Rovirus

CpG- Dinukleotide sind im HIV- 1 Genom flunffach aneprasentiert (116;208). Das Defizit an
CpG- Dinukleotiden in Genomen ist durch die spoat@eaminierung von 5- mC zu TpG zu
erklaren (225).

Die Ergebnisse der Bisulfit- Sequenzierung der HIW infizierten Probanden zeigte, dass
spezifische CpG- Folgen im Vergleich zur verwendé#XB2 Sequenz, aufgrund von Mutationen,
nicht mehr vorhanden waren. Im ersten untersudBégaich, der sich vom 5°LTR bis zu den ersten
132 Nukleotiden degag- Gens erstreckte, waren die CpG- Folgen 20 unb&®ig durch andere
Dinukleotide ersetzt. Im zweiten analysierten Bereder die akzessorischen Geaterev undnef,
sowie das 3'LTR umfasst, wurden in der Mehrheitudgersuchten Probanden die CpG- Folgen 5
und 12 mutiert vorgefunden. Weitere Mutationen ndexen CpG- Positionen wurden weniger
haufig beobachtet. Das Sequenzieren von nicht fgisldehandelter DNA zeigte, dass die
benachbarten Sequenzen nicht von Mutationen betroffaren. Die beobachteten Mutationen sind
in allen Probanden gefunden worden und wurden tigistiurch Sequenzieren der gleichen DNA
Proben mit dem normalen Sequenzierungsverfahrea. NDitationen sind also nicht von der
Anwendung der Bisulfit Methode abhangig oder veaahs. Das Screening von 12 zufallig
gewdahlten proviralen LTR- Sequenzen aus der LognA& HIV- 1 Datenbank (143) zeigte
Mutationen an denselben Positionen. Der Sequenmeieng mit unterschiedlichen HIV- 1
Referenzstammen (AF033819, HXB2 (K03455), pNL4-F324492), MN (M17449.1), JRFL
(M38429.1), SF2 (K02007.1)) stellte sicher, dass @pG- Verteilung in allen HIV- 1 Stammen
identisch war. Die beobachteten Mutationen waremitsmicht aufgrund der Verwendung des
HXB2- Referenzstammes gefunden worden. Statigigaialysen bestatigten, dass die Mutation
nicht zufallig sind (p< 0,001). Die CpG- Folgen kden besonders empfindliche Stellen flir das
Uberleben des HIV- 1 Provirus im Wirtsgenom datstelind deswegen mutiert worden sein.
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Zusammenfassung

VILI. Zusammenfassung

Die Integration fremder DNA in ein Wirtszellgenomst ein haufiges Ereignis in der Natur, kann
aber auch kunstlich herbei gefuhrt werden.

Etwa 45% des menschlichen Genoms bestehen ausereDdiA. Die Integration von Fremd-
DNA kann sich dabei funktionell sowohl auf das \&f¢nom wie auch auf das Transgenom
auswirken. Im ersten Teil dieser Arbeit wurde dadr Einfluss der Integration von Fremd- DNA
in ein menschliches Wirtsgenom untersucht. Als Mlostarden Einzelzellklone der Tumorzelllinie
HCT- 116 mit stabil integriertem Plasmid zunachsuf aVeranderungen im DNA-
Methylierungsmuster der endogenen Retroviren HERK/- und HERV- W sowie des
Retrotransposons LINE 1 im Vergleich zu nicht tfemsrten HCT- 116 Zellen untersucht. Da bei
den drei ausgewdhlten Retroelementen keine sigmifén Verdnderungen im DNA-
Methylierungsmuster im Vergleich zu Einzelzellklonehne Integrat beobachtet wurden, sind
vertiefende GeneChip®Expressions Analysen durdhgefworden. Die Transkriptionsaktivitat
der nicht transgenen wurde mit den transgenen rZgleglichen. Bei 144 der 28.829 analysierten
Genomabschnitte konnte eine Uberexpression undweéeren 198 eine deutlich verminderte
Genexpression beobachtet werden. Die Expressiolysanavon funf nicht transgenen
Einzelzellklonen zeigte, dass die beobachteten Adendungen in der Transkriptionsaktivitat nicht
auf der biologischen Variabilitat der Kontrollenrd@okzufiihren sind. Die Integration von Fremd-
DNA fuhrte in den transgenen Zellen zu einem veeéieth Expressionsmuster.

Integrierte virale DNA wird oftmalsle novo methyliert um eine transkriptionelle Stilllegungsd
Integrats und eine damit verbundene StabilisiedesgWirtszellgenoms zu erreichen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden Periphere Blutroayten (PBMC) HIV- 1 infizierter Probanden
daraufhin untersucht, ob ein Zusammenhang im DNAthMlierungsmuster von HIV- 1 proviralen
Genomen und der Progression der HIV- 1 Erkrankun@\lDS besteht. Hierfir wurden PBMCs
von HIV- 1 infizierten Probanden mit unterschiedbm Krankheitsverlauf (long term
nonprogressors, Elite- Controllers, chronisch mivH1 infizierte Probanden und an AIDS
erkrankte Patienten) mittels Bisulfit- Sequenzigrugenomischer DNA auf Veradnderungen im
Methylierungsstatus untersucht. In den proviraleen@nen wurden die 5LTR und 3'LTR-
Regionen sowie Teilbereichen in den viralen Germngag, env, nef, rev undtat analysiert.

Bei 19 von 20 untersuchten Probanden wurden nistédalig nicht methylierte CpG- Dinukleotide
beobachtet. Lediglich bei einer Probandin aus deip@e der long term nonprogressors, variierte
der CpG- Methylierungstatus zwischen 0 und 75%inera Zeitraum von 11 Jahren nach der
Infektion. Eine Korrelation zwischen Viruslast unden zeitweisen Schwankungen im
Methylierungsstatus des proviralen Genoms konrtiet lieobachtet werden.

Bei der Sequenzanalyse der Bisulfit- behandelteA@Ns den Patienten fiel auf, dass bestimmte
CpG- Folgen an spezifischen Stellen im proviralean@n immer wieder mutiert waren. Auch der
Sequenzvergleich mit 12 zuféllig ausgewéhlten peden HIV- 1 Sequenzen aus der Los Alamos
HIV- 1 Sequenzdatenbank zeigten Mutationen anelbas Stellen. Die beobachteten Mutationen
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Zusammenfassung

konnten auf Schwachstellen im proviralen Genom kisen, die das Uberleben des Virus im
Wirtsgenom sichern.

Das hauptsachliche Vorkommen nicht methylierter €gGlgen im proviralen HIV- 1 Genom,
lasst darauf schlie3en, dass es andere nicht egigelme Mechanismen zum Erhalt der Latenz des
HIV- 1 Provirus im zellularen Genom geben muss.
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Abstract

VIII. Abstract

The integration of foreign DNA into cellular genosneccurs frequently, but could also be induced
artificially. About 45% of the human genome consafareign DNA. It is known that integration of
foreign DNA has an effect on both the host genomeel as on the transgenome. In the first part
of this study, the impact of foreign DNA integrationto a human genome was analyzed. As a
model, single-cell clones of the human tumor cele IHCT- 116 were stably transfected with
plasmid DNA and changes in the DNA methylation grat$ of the endogenous retrovirus HERV-K
and HERV-W as well as of the retrotransposon LINEwvére analyzed. In relation to non-
transfected HCT- 116 single cell clones, genomtegration of foreign DNA did not affect the
methylation patterns of the three retroviral eleteeirurthermore, GeneChip®expression arrays
were performed and gene expression patterns ofenamd stably transfected cell clones were
compared. In total 28.829 genes were investigdéitereas, the expression level of 144 genes was
increased, the expression of 198 genes was dowatated due to DNA integration. The expression
analysis of five non-transgenic single cell clonssowed that the observed changes in
transcriptional activity are not due to the biokadi variability of the controls. The data
demonstrate, that integration of foreign DNA infiges the transcription level of the host cell.
Integrated viral DNA often becomele novo methylated leading to transcriptional inactivatidm

the second part of the thesis peripheral blood modear cells (PBMC) of HIV- 1 infected
individuals were investigated for a possible relaship between DNA methylation patterns of
HIV- 1 proviral genomes and the progression of HIVdisease to AIDS. The DNA was isolated
from individuals with quite different courses of \HI1 infection: long term nonprogressors, elite
controllers, progressors, patients with AIDS. DNAthylation patterns of the proviral HIV- 1

5" and 3'LTR as well as of portions of the virahgsgag, env, nef, rev, andtat were then analyzed
by the bisulfite sequencing technique. WhereasDIHA specimens of 19 of the 20 HIV- 1 infected
individuals indicated that the proviral DNA was aqaletely unmethylated in all sequences
analyzed, one long-term non-progressor could betiftkd whose DNA showed differences in the
proviral methylation pattern. The overall perceetad methylated CpG’s in the proviral DNA of
this donor varied between 0 and 75% at differemtes after infection. The analyses in this
individual covered a time course of 11 years. kdéngly, no correlation between viral load and
methylation rate could be observed. Surprisinglywéner, irrespective of the phenotype of disease
progression, several CpG dinucleotides locategetific sites in the proviral HIV- 1 genome could
be identified. These CpG’s were mutated in the nitgjof patients. Comparative analyses of these
nucleotide sequences to 12 randomly selected segsi@m the Los Alamos HIV- 1 database verify
these CpG’s as actual mutational hotspots. Takgether, the preferentially mutated CpG’s may
indicate weak sites in the HIV- 1 proviral genorhattmight somehow secure the survival of the
provirus in the host genome. Moreover, the dataatestnate that the degree of proviral DNA
methylation may fluctuate temporally. The markeddmminance of unmethylated CpG’s in the
HIV- 1 proviral genome indicates that proviral DM#ethylation may not the dominant regulator of
HIV- 1 gene silencing in PBMC's.
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X. Anhang

10.1 Plasmidkarten

Seguenzierungsprimer vorwarts
ST
< ’_Insertionsstelle blunt PCR- Produkt
] Mcs

S

\""‘:;E‘.coﬂﬂR [lethale Restriktionsendonuklease)

Ampicillin-Resistenz-Gen \Sequenzierungsprimerri.ickw&r‘ts

pJET1.2/blunt

2974 bp

,___ _ P Lac {Expression ecodTIR|

1 \Replikationsstart

'rep [pMBI)= Replicon
Abbildung 29: Plasmidkarte pJET1.2/ blunt von Fermentas

R- Lactamase Promotor
Ampicillin Resistenz | CMV Promotor

T7 Promotor

Multiple Klonierungsstelle
BGH Polyadenylierungssignal

pcDNA3.1(+)

5428 bp

pUC Replikationsursprung ’ -——___f1 Replikationsursprung

:; § 5V40 fruher Promotor

Neomycin Resistenz

SV40 Polyadenylierungssignal

Abbildung 30: Plasmidkarte pcDNA3.1(+)
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10/ 2007

01/ 2007- 10/2007

10/ 2002- 10/ 2007

07/ 2000

09/ 1992- 07/ 2000

09/ 1988- 07/ 1992

Erlangen im Mai 2013

Stefanie Weber

Weber
Stefanie
21.08.1981
Leinefelde
deutsch

Doktorandin von Prof. Dr. Walter Déarfam Institut fur Genetik an
der Universitat zu Kdln
Titel der Doktorarbeit:
~Fremde DNA im menschlichen Genom: Konsequeniemlés
Wirts- und das Fremdgenom*

Diplom Biologin Univ.

Diplomarbeit bei Prof. Dr. Wal@oerfler am Institut fir Klinische
und Molekulare Virologie der Friedrich- Alexandetdniversitat
Erlangen- Nurnberg mit dem Titel:

.veranderungen im Methylierungsmuster endogenemrovetler
Sequenzen
nach Integration fremder DNA in das Genom menshkéat Zellen”

Biologiestudium an der Friduridlexander- Universitat Erlangen-
Nurnberg mit den Studienschwerpunkten: Biochemiegndgk,
Mikrobiologie, Virologie
Allgemeine Hochschulreife

Gottfried- Wilhelm- Leibniz Ggasium Leinefelde

Staatliche Grundschule Il ime&elde
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