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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1 Retroelemente

Mobile transponierbare genetische Elemente, die Struktur- und Sequenzhomologien zu
Retroviren aufweisen, werden in ihrer Gesamtheit als Retroelemente bezeichnet und sind
in der Natur weit verbreitet. Eukaryotische, aber auch einige prokaryotische Genome,
enthalten eine Vielzahl dieser DNA-Sequenzen (Garfinkel 1992; Temin 1992), die in
ihrem Replikationszyklus obligat ein RNA-Intermediat durchlaufen. Dabei wird das DNA-
Element zundchst durch die zellulire RNA-Polymerase II transkribiert. Die so erzeugte
mRNA dient als Template fiir eine RNA-abhidngige DNA-Polymerase, die sog. Reverse
Transkriptase, welche wiederum die mRNA in eine doppelstringige DNA-Kopie revers
transkribiert. Diese Kopie kann in das Genom reintegriert werden. Dazu wird die zellulére
DNA zunichst endonukleolytisch unter Ausbildung kurzer einzelstringiger Uberhinge
gespalten, die durch Insertion der Retroelemente wieder aufgefiillt werden.

Da die Reverse Transkriptase eine neue Kopie eines Elements generiert, wird durch jede
Transposition die Kopienzahl des betreffenden Elements im Genom erhoht, so da3 dieses
in variierender Kopienzahl von 10 bis 10° im Genom vorliegt.

Grundsatzlich unterliegt die Wahl des Integrationsortes keiner Einschrinkung, so daf3 die
Kopien iiber das gesamte Genom verteilt sind. Dariiber hinaus lastet auf den meisten
Retrolelementen kein Selektionsdruck, weshalb diese in der Regel Mutationen und auch
Deletionen aufweisen, die dazu fithren, dal hédufig keine funktionellen Proteine mehr
exprimiert werden kdnnen (Coffin 1984; Wilkinson et al. 1994). Nach Schitzungen besteht
das humane Genom zu 43-45% aus transponierten Sequenzen, also solchen RNA
Transkripten, die nach reverser Transkription in das Genom reintegriert wurden (Lander et
al. 2001; Li et al. 2001).

Die Gruppe der Retroelemente setzt sich aus mehreren Vertretern zusammen, die nach
Kodierungskapazitit, dem Vorhandensein der fiir die Kodierung der reversen Transkriptase
(RT) notwendigen Gene, Promotorsequenzen und terminal gelegenen direkten
Sequenzwiederholungen (long terminal repeats, LTRs) eingeordnet werden (Abb. 1.1). Die
in der Literatur verwendete Nomenklatur der Retroelemente ist nicht einheitlich.

Synonyme Bezeichnungen fiir die einzelnen Elemente sind deshalb in Tab. 1.1 aufgefiihrt.
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Retroelemente

(-) LTR (+) LTR
(-) Promotor l (+) Promotor (-) env (+) env
Pseudogen Retrotransposon
AAAA ‘— _‘_ LTR LTR .‘_
() RT () RT Retrovirus

hd PPT
.

Retroposon

O orr pol AAAA ‘-

SINE

—‘O— AAAA ‘—

Abb. 1.1 Klassifizierung der Retroelemente. Schematische Einordnung der wichtigsten Retroelemente nach
Kodierungskapazitit, dem Vorhandensein von LTRs, Promotorsequenzen und kodierenden env und RT
Sequenzen. Erlduterungen im Text. (Abbildung modifiziert nach Wilkinson et al. 1994 und Lower et al.
1996).m): direkte Wiederholung zellulirer DNA; @ : Promotor; PPT: Polypurintrakt; y: Verpackungssignal.

Pseudogene stellen reverse Transkripte prozessierter, zellulirer Gene dar, die in das
Genom reintegriert wurden. Da ihnen jegliche Promotorsequenzen fehlen, sind sie ,,dead
on arrival“ (Petrov et al. 2000). Pseudogene dagegen, die iiber zelluldre
Promotorsequenzen verfiigen und deshalb aktiv transkribiert werden kdnnen, werden auch
als Retrogene bezeichnet (Lower et al. 1996). Zu dieser Kategorie werden auch die ,,short
interspersed nuclear elements™ (SINEs) gezahlt, die zwar Promotorsequenzen fiir die RNA
Polymerase III, im Gegensatz zu Retrogenen jedoch keine Kodierungskapazitit besitzen
(Lower et al. 1996; Weiner 2000). Thr Anteil am humanen Genom betrigt etwa 13%
(Lander et al. 2001; Li et al. 2001). SINEs sind zwischen 100 und 300 Basenpaaren (bp)
lang und haben ihren Ursprung in Struktur-RNA Pseudogenen (Deininger und Batzer
1993; Smit und Riggs 1995). Die am besten charakterisierten Vertreter dieser Klasse sind
die Alu-Elemente, die sich von der 7SL RNA ableiten und mit ca. 10>-10° Kopien im
humanen Genom vorhanden sind (Lander et al. 2001; Li et al. 2001; Ullu und Tschudi
1984), was ca. 11% des Genoms ausmacht (Lander et al. 2001; Li et al. 2001). Weitere
Vertreter der SINEs sind die SINE-R-Elemente, die mit 10° Kopien im humanen Genom
vorkommen und sich von partiell deletierten HERV-K-LTRs ableiten. Sie sind etwa 630
bp lang (Weiner et al. 1986) und besitzen, zuitzlich zu den HERV-K-Sequenzen, einen
RNA Polymerase II Promotor (Ono et al. 1987a). Mit den Pseudogenen ist diesen

Elementen gemein, dal sie zum einen am 3‘-Ende poly(A) bzw. oligo(A) Sequenzen
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besitzen und zum anderen an der Integrationsstelle variable Sequenzduplikationen
ausgebildet sind. AuBerdem kodieren sie nicht fiir funktionale Genprodukte (Boeke und
Stoye 1997), da sie in hohem Mafle Punktmutationen und Deletionen aufweisen (Lower et
al. 1996).

Den Prototyp der Retroposons stellen LINEs (long interspersed nuclear elements) dar
(Singer 1982). Ihre Bezeichnung grenzt sie deutlich von der Gruppe der SINEs ab. Im
Gegensatz zu diesen sind z.B. Elemente der humanen Familie LINE-1 (L1) 6,1 Kilobasen
(kb) groB8 (Dombroski et al. 1991). LINEs besitzen einen internen RNA Polymerase II
Promotor (Swergold 1990), sind am 3‘-Ende poly- oder oligoadenyliert und kodieren fiir
zwei offene Leserahmen (open reading frames, ORFs) (Dombroski et al. 1991). Das
Genprodukt des ersten Leserahmens ORF1 stellt ein RNA-bindendes Protein dar, dessen
Funktion noch nicht eindeutig bestimmt werden konnte. Im Falle des humanen Proteins
wurde ein ,,Leucinzipper“-dhnliches Motiv nachgewiesen (Holmes et al. 1992). In den
ORFs vieler anderer Retroposons wurden putative ,,Zinkfinger*“-Motive gefunden, die
Homologien zu entsprechenden Motiven der Gag (group specific antigen; Polyprotein der
viralen Strukturproteine) Proteine anderer Retroelemente zeigen (Covey 1986). Dariiber
hinaus zeigte sich fiir das humane L1, dal das ORF1 Protein in einem hochmolekularen,
zytoplasmatischen Komplex eingebunden ist, aus dem es durch RNase Behandlung
freigesetzt werden konnte (Boeke und Stoye 1997). Fiir das Genprodukt des zweiten
offenen Leserahmens der LINEs wurde die enzymatische Aktivitit der reversen
Transkriptase nachgewiesen (Ivanov et al. 1991; Mathias et al. 1991). Dieser Leserahmen
ist somit analog zum pol (Polymerase) Gen der Retrotransposons und der Retroviren. Man
geht davon aus, daB3 die von Retroposons kodierte Transpositionsmaschinerie in trans von
Pseudogenen und SINEs genutzt wird (Weiner 2000).

Im humanen Genom sind drei Familien von LINEs vertreten (LINE1 bis LINE3 bzw. L1-
L3), von denen jedoch nur L1 aktiv ist (Lander et al. 2001). LINEs liegen in etwa 8x10°-
1x10° Kopien im humanen Genom vor und machen damit etwa 19-20% des Genoms aus
(Lander et al. 2001). Die meisten dieser Elemente, in der Maus mehr als 90% (Martin
1991), sind durch Punktmutationen und Deletionen in ihrer Funktionalitit gestort
(Hutchinson et al. 1989). Man geht im Falle des menschlichen Genoms davon aus, daf3 30-
60 aktive L1-Elemente existieren (Sassaman et al. 1997). Transpositionelle Aktivitit von
Sauger-LINEs konnte bisher sowohl fiir die Keimbahn (Bratthauer und Fanning 1992;
Holmes et al. 1994; Katzir et al. 1985; Kingsmore et al. 1994; Kohrman et al. 1996; Narita
et al. 1993; Perou et al. 1997; Takahara et al. 1996) als auch fiir somatische Zellen
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nachgewiesen werden (Miki et al. 1992; Morse et al. 1988). Ahnliche Elemente wurden
auch in Insekten, Protozoen, Pflanzen und Pilzen nachgewiesen (Eickbush 1992). Eine
Ausnahme bei den Eukaryoten bildet die Hefe Saccharomyces, in der keine L1-dhnlichen
Elemente vorhanden sind (Boeke und Stoye 1997).

Der Zweig der Retroelemente, der sich durch das Vorhandensein von LTRs auszeichnet,
unterteilt sich in Retrotransposons und Retroviren. Retrotransposons unterscheiden sich
von Retroviren dadurch, daf3 sie kein env (Envelope; Hiillprotein) Gen besitzen und damit,
wie SINEs, LINEs und Retroposons, nicht infektios sind. Retrotransposons werden
entweder als Vorlaufer oder als Derivate von Retroviren eingeordnet (Lower et al. 1996).
Die Ubereinstimmungen mit den Retroviren reichen von den LTRs, die die
Promotorsequenzen beinhalten (Lower et al. 1996), iiber die Primer bindende Sequenz
(primer binding site, PBS) und den Polypurintrakt (PPT) (Boeke und Stoye 1997), die
beide fiir die Umschreibung der RNA in DNA erforderlich sind, bis zum
Verpackungssignal (y, psi site) fir die spezifische Einlagerung der viralen RNA in
zytoplasmatische Virus-dhnliche Partikel (virus-like particles, VLPs) (Lower et al. 1996).
Konservierte Aspekte im funktionellen Bereich der Virusreplikation zwischen Retroviren
und Retrotransposons findet man in der Transposition mittels reverser Transkription, der
Bildung von "virus-like particles" (VLPs), die das Intermediat der Retrotransposition
darstellen, und in der Abhédngigkeit von Enzymen, die die Retrotransposition vermitteln,
wie die Protease (PR), RT, RNase H und Integrase (IN) (Boeke und Stoye 1997).

Der zweite Leserahmen der Retrotransposons, der das gag Gen (group specific antigen)
beinhaltet, kodiert flir Proteine, die dquivalent zu den retroviralen Kapsidproteinen sind.
Diese Proteine sind fiir die Bildung der VLPs verantwortlich. Man nimmt an, daf in diesen
Intermediaten die reverse Transkription stattfindet (Garfinkel 1992).

Das Vorkommen der Retrotransposons erstreckt sich von Protozoen bis zu den Menschen
(Garfinkel 1992; Mager und Henthorn 1984). Zu den am besten charakterisierten gehoren
die Ty-Elemente der Hefe (bekannt sind Tyl bis TyS) (Boeke und Stoye 1997) und die
copia- sowie gypsy-Elemente von Drosophila melanogaster. Diese lassen sich in zwei
Familien unterteilen, die Tyl-copia- und die Ty3-gypsy-Familie (Boeke und Stoye 1997).
Der entscheidende Unterschied zwischen diesen beiden Familien besteht in einer Inversion
der Reihenfolge der Domidnen im pol/ Gen der Tyl-copia-Familie (PR, IN, RT) im
Gegensatz zu der von Retroviren bekannten Reihenfolge (PR, RT, IN), die so auch in der

Ty3-gypsy-Familie vorliegt (Boeke und Stoye 1997).
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Tyl-Elemente sind 5,9 kb grof3 und sind im Genom der Hefe Saccharomyces cerevisiae
zwischen 25 und 10.000 mal vertreten (Boeke und Stoye 1997; Garfinkel 1992). Copia-
Elemente weisen eine Gréfe von 5,1 kb auf und liegen im Genom von Drosophila
melanogaster in etwa 60 Kopien vor (Boeke und Stoye 1997).

Im humanen Genom existieren etwa 240.000 Kopien sogenannter ,,transposon-like human
elements® (THE). Dabei handelt es sich um Retrotransposon-dhnliche Elemente, die eine
GroBe von 2-3 kb aufweisen und keine erkennbaren ORFs besitzen (Lander et al. 2001;
Paulson et al. 1985). Da sie dariiber hinaus keine Homologie zur RT zeigen, werden sie
auch als ,,mammalian apparent LTR-retrotransposons* (MaLRs) bezeichnet (Smit und
Riggs 1995). Daneben wurden Sequenzen des humanen endogenen Retrovirus vom Typ H
(HERV-H) beschrieben, die die Struktur von Retrotransposons besitzen (Mager und
Henthorn 1984).

Dem Vorgang der reversen Transkription, wie er durch einige der beschriebenen
Retroelementen stattfindet, wird allgemein eine wichtige Rolle bei der Formung des
eukaryotischen Genoms zugeschrieben (Baltimore 1985). Man geht unter anderem davon
aus, daB3 die Balance zwischen Zunahme an DNA, durch Retrotransposition und andere
Prozesse, und Verlusten an DNA einen Faktor darstellt, der die Grof3e des eukaryotischen

Genoms beeinflu3t (Petrov et al. 2000).

Tab. 1.1 Nomenklatur der Retroelemente (modifiziert nach Boeke und Stoye 1997)

Namen Synonyme oder Subtypen* Beschreibung Beispiel (Wirt)
Endogene Retroviren diverse (siche Tab. 1.2) als Provirus in der Keimbahn MLV (Maus), HERV
vorhandenes Retrovirus; oft (Mensch), PERV
nicht infektios; meist defekt (Schwein)
LTR Retrotransposons Typ I Retrotransposons; LTR-tragendes Retrotrans- Tyl (Hefe)

poson; nicht infektids als

virale Retroposons Teil des normalen Lebens-

zyklus
Poly (A) nicht-LTR Retrotransposons; Retrotransposon ohne termi- L1 (Mensch)
Retrot Tvp I Retrot ) nale Wiederholungen; ge-
etrotransposons yp etrotransposons; wohnlich poly (A) Trakt
nicht-virale Retroposons; oder dhnliche Struktur am
3‘-Ende; viele sind mit Wirts
LINE DNA Wiederholungen
assoziiert
Pararetroviren Hepadnavirus* infektiose DNA Viren, die HHBYV (Mensch)
Cauli — iber RNA-Intermediate
aulimovirus replizieren
Retroplasmide Plasmid kodierte RT; Mauriceville
Hinweise fiir RNA- (Neurospora)

Replikationsintermediate

Retrointrons mobiles Gruppe II Intron Intron, das fiir RT kodiert; al2 (Hefe)
mogliche RT-abhéngige
Intronmobilitat
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Retrotranskripte RetroposonQ; SINE*; Elemente, die nicht fiir RT  A4/u Sequenzen (Mensch)
kodieren und anscheinend
iiber RNA-Intermediate
Retrogen' transponieren; kénnen durch
Pol II oder III transkribiert
sein; kdnnen von Poly (A)
Retrotransposons zur Mobi-
lisierung abhéngig sein

prozessierte Pseudogene®;

Retrons msDNA ungewdhnlich verzweigte msDNA (Bakterien)
Nukleinséure mit DNA und
RNA Anteilen; liegt oft auf
~Retrophagen®

Die mit * markierten Bezeichnungen sind Subtypen der in der Spalte ,,Namen* angegebenen Bezeichnungen.
'nach (Lower et al. 1996) besitzen Retrogene Kodierungskapazitit. > wird nach (Lower et al. 1996) zu den
Poly(A) Retrotransposons gezéhlt.

1.2 Retroviren

Retroviren stellen die komplexesten Vertreter der Retroelemente dar. Sie unterscheiden
sich von den Retrotransposons durch die Anwesenheit einer zusitzlichen kodierenden
Region. Neben den gag und pol Genen besitzen Retroviren ein env Gen, das fiir die viralen
Hiillproteine kodiert. Diese vermitteln die Bindung des Virions an zelluldre Rezeptoren
und dessen Eintritt in die Wirtszelle (Lower et al. 1996) und sind damit verantwortlich fiir
die Infektiositdt der Retroviren.

Evolutionir leiten sich Retroviren vermutlich von Retrotransposons ab (Temin 1980). Die
Genomorganisation 5°‘-LTR-gag-pro-pol-env-LTR-3¢, die bei den einfachen Retroviren
wie z.B. dem murinen Leukdmievirus (MLV) vorliegt (Coffin 1996), ist prinzipiell allen
Retroviren gemein (Coffin 1996; Teich 1984). Komplexere Viren, wie das humane T-Zell
Leukdmievirus (auch humanes T-lymphotropes Virus; HTLV), das humane
Spumaretrovirus (HSRV) oder das humane Immundefizienz Virus (HIV), besitzen
zusitzliche Gene, die fiir regulatorische und akzessorische Proteine kodieren (Coffin

1996).

Das retrovirale Genom weist vier Eigenschaften auf, die sie unter den Viren einzigartig
machen. Sie sind zum einen die einzigen Viren, die ein diploides Genom besitzen. Zum
anderen sind sie die einzigen Viren, die nur durch die zelleigene Transkriptionsmaschinerie
synthetisiert und prozessiert werden. Dariiber hinaus ist ihr Genom als einziges mit einer
spezifischen zelluldren tRNA assoziiert und sie sind die einzigen (+)-Strang mRNA Viren,
deren Genom nach der Infektion nicht direkt zur Synthese von Proteinen dient (Coffin

1996).
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Historisch reichen Untersuchungen von Retroviren bis Anfang des 20. Jahrhunderts
zurlick, als Peyton Rous 1911 mit dem Rous-Sarcoma Virus (RSV) das infektidose Agens
fiir die Bildung von spontanen Sarcomata in Hiihnern isolierte (Rous 1911). Dem
vorangegangen waren 1908 Untersuchungen von Ellermann und Bank, in denen sie zeigen
konnten, da3 Leukdmie in Hiihnern durch die Injektion von zellfreien Gewebefiltraten
tibertragen werden kann (Ellermann und Bang 1908). Da Leukdmien zu diesem Zeitpunkt
noch nicht als Krebserkrankungen definiert worden waren, fanden ihre Ergebnisse nicht
die gleiche Anerkennung wie die von Rous drei Jahre spiter (Weiss 1984). Es folgte die
Entdeckung von Retroviren in einer Vielzahl von Eukaryoten. 1964 formulierte Temin die
Hypothese der reversen Transkription (Temin 1964), die 1970 durch die Entdeckung der
reversen Transkriptase bewiesen wurde (Temin und Mizutani 1970; Baltimore 1970). 1969
stellten Huebner und Todaro die ,,Onkogen-Hypothese™ auf, die besagt, dal Karzinogene
durch Induktion der Expression von ansonsten kryptischen retroviralen Genen wirken, die
bereits in den Wirtszellen vorhanden sind. Onkogene wéren demnach genetische Elemente
und Krebs entstiinde nicht als pathogenetische Reaktion auf ein Virus. Heute ist bekannt,
daBB Vertebratenzellen Gene besitzen, die homolog zu viralen Onkogenen sind, deren
Ursprung jedoch zelluldr ist (Bishop und Varmus 1984). 1980 wurde das erste
humanpathogene Retrovirus HTLV isoliert (Poiesz et al. 1980). 1983 folgte die
Entdeckung des humanen Immundefizienz Virus HIV (Barre-Sinoussi et al. 1985; Gallo et
al. 1984).

Morphologisch betrachtet handelt es sich bei Retroviren um umhiillte Viren, die
typischerweise einen Durchmesser von 90-140 nm besitzen (Nermut und Hockley 1996).
Ihre Hiille entstammt der Zytoplasmamembran der Wirtszelle und ist mit Proteinen besetzt,
die in elektronenmikroskopischen Aufnahmen als ,,Spikes zu erkennen sind. Diese
Hiillproteine, die als Oligomere vorliegen, sind, abhidngig vom Virus, zwischen 5 nm
(Mason-Pfizer monkey virus, M-PMV) (Coftin 1992; Gelderblom 1987) und 10 nm (HIV)
(Nermut und Hockley 1996) lang. Unter der Membran liegt eine Membran-assoziierte
Schale (gag shell, Matrix). Der Kern der Retroviren, das Kapsid (auch coreshell), variiert
in der Form und ist, je nach Virus, entweder zylindrisch, konisch oder ikosaedrisch gebaut
(Nermut und Hockley 1996) und enthilt, neben den retroviralen Enzymen RT, IN und PR,
den Ribonukleoproteinkomplex, der sich aus dem viralen Genom und dem Nukleokapsid

zusammensetzt. Eine schematische Darstellung eines Virions ist in Abb. 1.2 gezeigt.
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LTR gag pro/pol _E
' J e

Matrixprotein (MA)  Protease (PRO) Hiillproteine
Kapsidprotein (CA)  Integrase (IN) - Transmembrananteil (TM)
Nukleokapsid (NC)  Reverse Transkriptase (RT) - Oberfldchenanteil (SU)

virales Genom

MA

4
\ _— Lipidmembran

CA

RT

NC

Abb. 1.2 Schematische Darstellung der proviralen Genomstruktur eines Retrovirus und eines Virions
Die Genprodukte der viralen Leserahmen sind unter den jeweiligen Genen aufgefiihrt (oben) und im Virion
mit den Farben der jeweiligen Gene gekennzeichnet (unten). Im reifen Viruspartikel liegt das RNA-Genom
mit Nukleokapsidproteinen assoziiert vor. Die Lipidmembran entstammt der Zytoplasmamembran der
Wirtszelle. LTR: long terminal repeat; gag: group specific antigen; pro/pol: Protease/Polymerase; env:
envelope (modifiziert nach Patience et al. 1997).

1.3 Klassifikation der Retroviren

Der zur reversen Transkription befdhigten Klasse der Viren gehdren drei Familien an: die
Retroviridae, die Metaviridae und die Pseudoviridae. Wéhrend die beiden letztgenannten
Familien in Hefen, Pilzen und Invertebraten zu finden sind, infizieren die Retroviridae
Vertebraten (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTV/overview/dnaandrna.html). Eine grobe
Einteilung in simple und komplexe Retroviren basiert auf dem Vorhandensein zusétzlicher
akzessorischer Gene neben gag, pro, pol und env (Coffin 1992; Murphy et al. 1994). Auf
dieser Grundlage werden die Retroviren in sieben Gruppen eingeteilt, von denen die
Lentiviren, die Spumaviren und das HTLV (human T-cell leukemia virus) den komplexen
Viren zugeordnet werden (Coffin 1992). Fiinf dieser sieben Gruppen, ausgenommen die
Lentiviren und die Spumaviren, besitzen onkogenes Potential und werden deshalb auch als

Onkoviren bezeichnet (Coffin 1992).
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Elektronenmikroskopisch lassen sich nach morphologischen Gesichtspunkten vier Typen
von Retroviren unterscheiden (Teich 1984). A-Typ Partikel liegen nur intrazelluldr vor und
sind nicht infektiés. Der Prototyp der Gruppe der B-Typ Partikel ist MMTV (mouse
mammary tumor virus). Es zeichnet sich durch Bildung intrazytoplasmatischer toroidaler
Strukturen an der Knospungsstelle und elektronendichte, exzentrische Kerne in reifen
Partikeln aus. Die meisten der bisher isolierten Retroviren gehoren jedoch zur Gruppe der
C-Typ Partikel. Ein Hauptmerkmal dieser Gruppe ist, dal bis zum Knospen des Virions
keine intrazytoplasmatischen Virusstrukturen zu erkennen sind. Reife C-Typ Partikel
besitzen zentral gelegene, elektronendichte Kerne. D-Typ Retroviren werden durch M-
MPYV reprisentiert. Reife Virionen dieser Gruppe zeigen Ahnlichkeit zu den B-Typ Viren,
tragen jedoch kiirzere ,,Spikes* auf der Oberfldche (Teich 1984).

Die Art und Weise des Zusammenbaus der Viruspartikel stellt ein weiteres Kriterium zur
Einteilung von Retroviren dar. Demnach koénnen B-Typ und C-Typ Retroviren
unterschieden werden, wobei die C-Typ Gruppe zwei Untergruppen enthidlt. Die eine
Gruppe stellt die Retroviren der Sduger und Vogel dar, die andere die HTLV/BLV-Gruppe
und die Lentiviren (Nermut und Hockley 1996) (siehe Tab. 1.2).

Nach morphologischen Gesichtspunkten und der evolutiondren Verwandtschaft wird die
Familie der Retroviridae in sieben Gattungen eingeteilt, die in Tab. 1.2 aufgefiihrt sind.
Eine weitere Gattung wire notig, um die in Drosophila melanogaster als echte Retroviren
identifizierten gypsy-Sequenzen (Kim et al. 1994; Song et al. 1994) in die bestehende
Taxonomie einzugliedern. Dariiber hinaus sind auch die vor einiger Zeit charakterisierten
Retroviren der Fische (Holzschu et al. 1995) keiner definierten Gattung zuzuorden, werden
jedoch evolutionsgeschichtlich im phylogenetischen Stammbaum in der Ndhe der MLV

verwandten Retroviren eingeordnet (Herniou et al. 1998)

Tab. 1.2 Klassifizierung der Retroviridae

Gattung Typspezies crv Viruszusam-  Genom
Nomenklatur menbau
Avian C-Typ Retroviren Rous Sarcoma Virus (RSV)  Alpharetroviren® C-Typ simpel
(Aviane-Leukosis-Sarcoma
Virusgruppe)
MLV?-verwandte Retroviren* MLV Epsilonretroviren’ C-Typ simpel
Séuger B-Typ Retroviren Mouse mammary tumor Gammaretroviren B-Typ simpel
virus (MMTYV)
D-Typ Retroviren Mason-Pfizer monkey virus Betaretroviren B-Typ simpel
(M-PMV)

HTLV/BLV Gruppe® HTLV, BLV Deltaretroviren C-Typ komplex
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Lentiviren Humanes Immundefizienz Lentiviren C-Typ komplex
Virus (HIV) -1 und -2

Spumaviren Humanes Foamy Virus Spumaviren B-Typ komplex
(HFV')

'International committee on taxonomy of viruses (http://www.ncbi.nlm.gov.ICTV); *die Typspezies des
ICTV fiir diese Gattung ist das Aviane Leukosisvirus; *Murines Leukdmievirus (murine leukemia virus,
MLYV); *Subgattung davon: Siuger C-Typ Retroviren (Petropoulos 1997),°die Typspezies des ICTV fiir diese
Gattung ist das Walley Dermal Sarcomavirus; °Humanes T-Zell Leukidmievirus-1 und —2, Bovines
Leukéimievirus; "HFV wird auch als HSRV bezeichnet (Petropoulos 1997).

14 Endogene Retroviren

Endogene Retroviren (ERVs) sind, im Gegensatz zu den exogenen Vertretern, ein
integraler Bestandteil des Genoms ihrer Wirtsspezies. Thre Vererbung erfolgt deshalb nach
Mendelschen Regeln (Coffin 1984). Abgesehen von wenigen Ausnahmen, wie dem
MMTV und dem JSRV (Jaagsiekte Schaf Retrovirus) (Wilkinson et al. 1994), die
evolutiondre Ubergangsformen darstellen, fehlt endogenen Retroviren ein exogener
Lebenszyklus. Dieser Umstand unterbindet die horizontale Verbreitung (durch Infektion),
so dal} die Weitergabe ausschlieBlich vertikal, d.h. durch Vererbung von einer Generation
auf die néchste, stattfindet.

Endogene Retroviren sind vermutlich aus Keimbahn-Infektionen durch exogene Retroviren
hervorgegangen, konnten aber auch Vorldufer exogener Retroviren darstellen. IThr Genom
entspricht im proviralen Zustand dem von exogenen, durch Infektion vermittelten
Retroviren, sie zeigen aber, evolutionir betrachtet, keine stabile Assoziation mit ihrem
Wirt (Coffin 1984). Eine Vielzahl von Vertebraten weisen endogene Retroviren auf
(Herniou et al. 1998), die meisten sind jedoch defekt und, durch =zahlreiche
Terminationsignale innerhalb der Strukturgene, apathogen fiir ihren Wirt (Coffin 1984;
Lower et al. 1996; Wilkinson et al. 1994). Eine Zusammenstellung einiger endogener

Retroviren unterschiedlicher Spezies ist in Tab.1.3 dargestellt.

Tab. 1.3 Auswahl endogener Retroviren unterschiedlicher Spezies (modifiziert nach Boeke und

Stoye 1997)

Name Kopien im haploiden  Genomgrofie Organisation Referenz
Genom (kb)
Maus
MLV
Ecotrop 0-10 8,8 LTR-gag-pol-env-LTR (Herr 1984)

Xenotrop 5-30 8,8 LTR-gag-pol-env-LTR (O'Neill et al. 1985)
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Polytrop 10-30 9,2 LTR-gag-pol-env-LTR (Stoye und Coffin
MMTV 0-10 10,0 LTR-gag-pol-env-LTR 1987)
(sag)’ (sag)’ (Moore et al. 1987)
Huhn
ALV 0-10 8,2 LTR-gag-pol-env-LTR (Hughes 1982)
Katzen
FeLV 8-12 LTR-gag-pol-env-LTR (Stewart et al. 1986)
Schwein
PERV 30-50 8,9 LTR-gag-pol-env-LTR (Patience et al.
1997)
(Czauderna et al.
2000)
Koala
KoERV - 8,4 LTR-gag-pol-env-LTR (Hanger et al. 2000)
Pavian
BaEV 5-15 8,9 LTR-gag-pol-env-LTR (Kato et al. 1987)
Mensch Klasse I
HERV-E 35-50 8,8 LTR-gag-pol-env-LTR (Repaske et al.
HERV-R 10 9,9 LTR-gag-pol-env-LTR 1985)
HERV-H 900 5,8 LTR-gag-Apol-env-LTR (1(35‘)’“1‘611 ctal.
100 8,7 LTR-gag-pol-env-LTR (Mager und
Freeman 1987)
(Hirose et al. 1993)
Mensch Klasse II
HERV-K 50 9,2 LTR-gag-pol-env-LTR (Ono et al. 1986)
rev? (Lower et al. 1993)
HERV-L 200 6,5 LTR-gag-pol-env-LTR (Cordonnier et al.

1995)

' sag, offener Leserahmen innerhalb der U3 Region der flankierenden LTRs, kodiert fiir Proteine mit

Superantigen-Funktion (Petropoulos 1997).

1.5 Humane endogene Retroviren (HERYV)

Das menschliche Genom besteht zu etwa 8% aus Retroelementen (Lander et al. 2001).
Bezogen auf den haploiden Chromosomensatz beinhaltet diese Zahl etwa 50-100 Kopien
unterschiedlicher Volldngen-HERVs (Leib-Mosch et al. 1990) und zusitzlich 10.000-
20.000 solitire LTRs, die zufdllig {iber die meisten Chromosomen verteilt sind (Leib-
Mosch et al. 1993). Die bisher beschriebenen HERVs haben prinzipiell die gleiche

genomische Struktur wie die provirale Form exogener Retroviren inklusive der
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flankierenden LTRs. Vollingen HERVs umfassen damit Sequenzen, die homolog zu den
gag, pol und env Genen infektioser Retroviren sind. Zahlreiche Punktmutationen,
Deletionen und Stop-Codons innerhalb der kodierenden Regionen (Mager und Freeman
1987; Ono et al. 1986; Repaske et al. 1985) verhindern jedoch die Bildung funktioneller
Proteine, so dal} bis heute keine infektiosen HER Vs nachgewiesen werden konnten.
HERVs wurden entweder mit Hilfe von Sonden fremder Spezies identifiziert, wie im Falle
von HERV-K, das mit Hilfe einer Sonde aus der po/ Region von MMTV detektiert wurde
(Callahan et al. 1982), oder es wurden Sonden exogener Retroviren eingesetzt (Leib-
Mosch et al. 1986; Perl et al. 1989).

Die Klassifizierung der HERVs erfolgte nach unterschiedlichen Kriterien.
Sequenzhomologien innerhalb der pol Gene fiihrte zur Einteilung der Viren in zwei
Klassen (siche Tab. 1.4.) (Callahan 1988). HERVs, die Homologien zu C-Typ Retroviren
der Séugetiere aufweisen, wurden der Klasse I, solche, die Homologien zu A- und B-Typ
Retroviren aufweisen, wurden der Klasse II zugeordnet (Callahan 1988). Ein anderes
Systen zur Klassifizierung der humanen endogenen Retroviren basiert auf der tRNA, die
als Primer fiir die reverse Transkription eingesetzt wird. Danach wird z.B. die retrovirale
RNA, die eine PBS homolog zum 3‘-Ende der Lysin-tRNA trigt, basierend auf dem
Einbuchstaben-Code fiir Aminoséduren, als HERV-K bezeichnet (Larsson et al. 1989; Leib-
Mosch et al. 1990).

HERVs konnen durch Umweltfaktoren aktiviert werden (Coffin et al. 1997) und die
meisten HERVs werden gewebsspezifisch exprimiert, besonders in Geweben embryonalen
Charakters oder solchen, die an der Fortpflanzung beteiligt sind (siehe Tab. 1.4). So wird
z.B. HERV-E vor allem in Brustkarzinom, Darmkarzinom und der Plazenta exprimiert
(Lower et al. 1996; Repaske et al. 1985; Wilkinson et al. 1994) und HERV-W in erster
Linie in der Plazenta (Blond et al. 2000). Diese Zelltyp-abhingige Expression ist auf
spezifische regulatorische Elemente innerhalb der U3 Region der flankierenden LTRs
zurlickzufiihren (Majors 1990). Diese Region umfafit alle Signalstrukturen, die fiir die
Initiation der Transkription notwenig sind, inklusive Promotoren, Enhancern und
Transkriptionsfaktorbindestellen. Die Stuktur einer LTR ist in Abb. 1.3 dargestellt. Die
Charakteristika einiger ausgewéhlter HERV-Familien sind in der folgenden Tabelle (1.4)

beschrieben.



Einleitung

13

U3 R
TGTTAT | GTGCTAAG TATAA
HRE Enhancer Promotor

AATAAA

Polyadenylierungssignal

Abb. 1.3 Prinzipielle Stuktur einer retroviralen LTR am Beispiel einer HERV-K LTR mit den relativen
Positionen eines putativen hormonresponsiven Elements (HRE), des Enhancers, der TATA Box
(Promotor) und des Polyadenylierunssignals (modifiziert nach Sverdlov 1998).

Tab. 1.4 Charakteristika einiger ausgewihlter HERV-Familien (modifiziert nach Lower et al. 1996,
Lower 1999 und Boeke und Stoye 1997)

Name Kopienzahl  mRNA Expression Protein Expression  Referen
Mensch Klasse 1
HERV-E 35-50 Plazenta, Gehirn, Darm, keine (Lower et al.
Brustkrebs-Zellinie 1996; Repaske et
al. 1985;
Wilkinson et al.
1994)
ERV-3 1 Plazenta, fotales Gewebe, trunkiertes Env (Lin et al. 1999;
ménnliche Keimzelltumore Lower et al. 1996;
Wilkinson et al.
1994) (Horsfall et
al. 1998)
HERV-H 50-1000 Teratokarzinom Zellinien ORF im env (Lindeskog et al.
1999; Lower et al.
1996; Wilkinson
et al. 1994)
ERV-9 30-50 Teratokarzinom Zellinien,  keine (Lower et al.
Plazenta 1996; Wilkinson
et al. 1994)
HERV-W 10-100 Plazenta ORF im gag, pro/pol (Blond et al.
und env 2000)
Expression von Env
in der Plazenta
HERV-R 10 hohe Expression in der Pla- Env (O'Connell et al.
zenta, geringe Expression 1984)
in normalem Gewebe, fota-
lem Gewebe und der Ma-
krophagen Zellinie U937
Mensch Klasse 11
HERV-K(C4) 30-50 - - (Dangel et al.
1994; Lower et al.
1996; Wilkinson
et al. 1994)
HTDV/HERV-K  30-50 Keimzelltumoren, Plazenta Gag, cORF, Protea-  (Lower et al.

se, RT, Integrase
und Env

1996; Tonjes et
al. 1999;
Wilkinson et al.
1994) (Ono et al.
1986; Tonjes et
al. 1997)
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HERV-K/T47D 30-50 Brustkrebs Zellinie T47D,  keine (Seifarth et al.
Plazenta 1998)
HERV-L 200 - - (Cordonnier et al.
1995)

Das pathogene Potential humaner endogener Retroviren ist bisher nicht eindeutig
nachgewiesen worden. Einige Untersuchungen beschiftigen sich jedoch mit ihrer
moglichen Rolle bei der Genregulation, der Immunsuppression und, als pathogenes Agens,
bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen (Conrad et al. 1997; Hohenadl et al.
1996; Temin 1993; Urnovitz und Murphy 1996; Vogetseder et al. 1993). Die retrovirale
Integration erfolgt oftmals in der Ndhe zelluldrer Gene, so dafl in manchen Fillen deren
normale Funktion gestdrt sein kann. Ein denkbarer Mechanismus fiir eine direkte
Beteiligung endogener Retroviren an der Entstehung einer Erkrankung wire deren
Funktion als Superantigen (siche 1.6.2). Indirekt konnten retrovirale Proteine iiber ein
molekulares Mimikri (sieche 1.6.2) an einer Immunantwort beteiligt sein, da retrovirale
Proteine teilweise Homologien zu mehr als 15 unterschiedlichen Autoantigenen besitzen
(Bjork, Jr. 1991; Garry 1990; Kion und Hoffmann 1991; Ono et al. 1987b; Patarca und
Haseltine 1985; Talal et al. 1990; Trauger et al. 1990; Zinkernagel et al. 1990). Einige
dieser Antigene dienen als Ziele fiir Autoantikorper, die charakteristisch fiir spezifische
Autoimmunerkrankungen sind (Garry 1990; Krieg et al. 1992). Dariiber hinaus konnen
HERYV Proteine selbst als Autoantigene wirken und eine Autoimmunantwort ausldsen. So
kodiert z.B. HRES-1, ein humanes endogenes Retrovirus mit Homologien zu HTLV, fiir
ein 28 kDa-Protein p28 (Banki et al. 1992). In Seren von Patienten mit unterschiedlichen
Autoimmunerkrankungen konnten Antikorper gegen synthetisch hergestellte HRES-1
Peptide nachgewiesen werden, was auf eine Funktion von HRES-1/p28 als Autoantigen
hinweist (Banki et al. 1992; Brookes et al. 1992). Grundsitzlich konnen retrovirale
Integrationen innerhalb zelluldrer Gene diese inaktivieren (Krieg und Steinberg 1990),
wihrend Integrationen in der Néhe eines Gens einen Einfluss auf dessen Expression haben
konnen (Yamada et al. 1991). Dariiber hinaus konnen defekte exogene Retroviren mit
endogenen Retroviren rekombinieren und dadurch neue infektidose Viren bilden (Martinelli
und Goft 1990).

LTRs kommen in zwei unterschiedlichen Formen im menschlichen Genom vor. Zum einen
im Kontext der retroviralen Gene gag, po/ und env, zum anderen als solitire LTRs.
Letztere sind durch Retrotransposition von Volldngen-HERVs entstanden, nachdem diese
transkribiert, gespleilt, revers transkribiert und in das Genom reinseriert worden sind

(Goodchild et al. 1995; Leib-Mosch et al. 1993; Mager und Goodchild 1989). Sie sind
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meist funktionellen Genen benachbart und kénnen daher in die Regulation zelluldrer Gene
involviert sein. Beide Formen der LTRs besitzen eine Reihe transkriptions-regulatorischer
Elemente = wie  Promotoren, Enhancer, @ Hormon-responsive  Elemente und
Polyadenylierungssignale, die signifikante Verdnderungen im Expressionsmuster
benachbarter zelluldrer Gene hervorrufen konnten (Di et al. 1995; Feuchter-Murthy et al.
1993; Kato et al. 1990; Kowalski et al. 1997; Liu und Abraham 1991; Schulte et al. 1996;
Strazzullo et al. 1998; Ting et al. 1992). Man nimmt an, da3 Insertionen von HERVs in die
Keimbahn sogar zur Anderung der Gewebsspezifitit humaner Gene fiihren konnten
(Schulte et al. 1996; Ting et al. 1992). Beschrieben wurde dieser Vorgang z.B. fiir den Fall
der Integration eines endogenen Retrovirus in die 5°-flankierende Region des Amylase
Gens (Ting et al. 1992). Dies fiihrt, zusétzlich zur normalen Expression in der
Bauchspeicheldriise, zu dessen Expression in der Speicheldriise des Menschen (Ting et al.
1992). Fiir solitdre LTRs der Familie der humanen endogenen Retroviren HERV-K wurde
eine bidirektionale Promotoraktivitét in Teratokarzinomzellen nachgewiesen (Domansky et
al. 2000). Dartiber hinaus besitzen diese LTRs eine Art Silencer in der U5 Region, der ihre
eigene Promotoraktivitdt herabsetzt (Domansky et al. 2000). In unmittelbarer Ndhe des
DQBI Genortes sind drei solitire LTRs lokalisiert, LTR3, LTRS5 und LTR13 (Horton et al.
1998) (siehe Kapitel 1.6.3) (Kambhu et al. 1990). Neuere Untersuchungen zeigen fiir LTR3
einen additiven Effekt bei der Beteiligung des DOBI Gens an der Pridisposition fiir Typ 1
Diabetes mellitus (Donner et al. 1999). Uber die Funktionalitit der LTRs in diesem

spezifischen Kontext ist bisher nichts bekannt.

1.6 Typ 1 Diabetes mellitus

1.6.1 Klinik und Epidemiologie

Beim Typ 1 Diabetes mellitus (IDDM; insulin-dependent Diabetes mellitus) handelt es
sich um eine durch Insulinmangel bedingte Storung der Glukoseverwertung (Palmer und
Lernmark 1990). Ursache dafiir ist eine autoimmunologisch vermittelte Zerstérung der -
Zellen der Langerhansschen Inseln im Pankreas (Bach 1994; Lernmark et al. 1995). Durch
den daraus resultierenden Mangel an Insulin ist die zellulire Aufnahme von Glukose, dem
wichtigsten Energielieferanten, stark vermindert. Bei Uberschreiten einer Blutglukose-

Konzentration von 180 mg/dL, der sogenannten Nierenschwelle, kommt es zur Glukosurie
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(lat.  mellitus, Honig), die  durch  Sittigung der renalen  Glukose-
Riickresorptionsmechanismen entsteht. Die erhohte Urin-Osmolalitdt fithrt zu einer
Polyurie (gr. diabetes, Flut), Nykturie (nichtliches Wasserlassen) und Polydipsie
(krankhaft gesteigertes Durstgefiihl). Insgesamt kann es dadurch zu einer Dehydratation
des Korpers kommen.

Zum Ausgleich des intrazelluldren Energiemangels setzt eine verstirkte Lipolyse ein. Die
dadurch vermehrt im Blut zirkulierenden freien Fettsduren werden in der Leber zu
Ketonkdrpern abgebaut, deren Anhdufung zur metabolischen Ketoazidose (Ubersiduerung
des Blutes) bis hin zum Koma fithren kann. Die langfristig bestehende Hyperglykémie
eines unbehandelten Diabetes mellitus fiihrt durch nicht-enzymatische Glykosylierung von
Strukturproteinen zu vielféltigen Gewebeverdnderungen, die vor allem Augen, Nieren,
Nerven und Blutgefifle betreffen, und die als Folgeerkrankungen den grofBten Teil
diabetischer Komplikationen ausmachen.

In der vorliegenden Arbeit wird nur die Assoziation zwischen dem Vorkommen spezieller
retroviraler Insertionen und dem Typ 1 Diabetes mellitus (WHO Study Group Diabetes
Mellitus 1985) betrachtet. Auf andere Diabetesformen, wie Typ 2 Diabetes mellitus
(NIDDM), MODY ("Maturity Onset Diabetes in the Young") und sekundire
Diabetesformen, die nicht autoimmunologisch vermittelt sind und keinen Bezug zum HLA

(humanes Leukozyten Antigen) aufweisen, wird hier nicht eingegangen.

Typ 1 Diabetes mellitus ist die haufigste Autoimmunerkrankung bei Jugendlichen und
jungen Erwachsenen und stellt ewa 10% aller Diabetesformen dar. Es kann jedoch auch im
Erwachsenenalter zum Auftreten von IDDM kommen. Die Inzidenzraten zwischen
einzelnen Léndern, aber auch zwischen ethnischen Gruppen, unterscheiden sich teilweise
erheblich voneinander, was fiir eine Beteiligung sowohl von genetischen als auch von
Umweltfaktoren (Diabetes Epidemiology Research International Group 1988) (Karvonen
et al. 1993; Vaarala et al. 1999)bei der Pathogenese des Typ 1 Diabetes mellitus spricht.
International liegt Skandinavien, insbesondere Finnland, an der Spitze mit einer Inzidenz
von jéhrlich bis zu 30 pro 100.000 (Diabetes Epidemiology Research International Group
1988; Dorman et al. 1990; Joner und Sovik 1989). Untersuchungen in Staaten mit
etablierten Diabetes-Registern zeigen, daf3 die IDDM-Inzidenz in den letzten 10 Jahren um
jahrlich 2% zugenommen hat (Bingley und Gale 1989; Dahlquist et al. 1991; Tuomilehto
et al. 1991). Auch das Erkrankungsalter sinkt stetig: das Auftreten der Erkrankung vor dem
10. Lebensjahr ist inzwischen sehr hdufig (Metcalfe und Baum 1991) und in Finnland
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treten 50% aller IDDM-Félle im Alter von unter 20 Jahren auf (Dahlquist et al. 1982;
Nystrom et al. 1990). Eine hinreichende Erklérung fiir beide Erscheinungen gibt es bisher
nicht.

In Deutschland liegt die Prévalenz des Typ 1 Diabetes mellitus bei ungefdhr 0,4%
(Michaelis und Iutzi 1991). Etwa 10% der Patienten haben eine positive Familienanamnese
beziiglich IDDM (Krolewski et al. 1987). Das Risiko einer Erkrankung fiir Geschwister
von Patienten ist 7-8mal hoher als in der Normalbevdlkerung; Kinder von IDDM-Patienten
erkranken 10mal haufiger als Kinder von nicht-Diabetikern (Gorsuch et al. 1982; Thomson
et al. 1988). Die Konkordanz bei eineiigen Zwillingen betridgt 30% (Olmos et al. 1988).
Diese Zahlen zeigen deutlich eine Beteiligung genetischer Faktoren bei der Pathogenese
des Typ 1 Diabetes mellitus, schlieBen diese jedoch gleichzeitig als einzigen Verursacher

dieser Erkrankung aus.

1.6.2 Immunsystem und Pathogenese

Aufgabe des Immunsystems ist der Schutz des Korpers vor eingedrungenen
Mikroorganismen, sowie die Erkennung und Eliminierung verdnderter und bdsartiger
korpereigener Zellen. Dazu stehen dem Korper verschiedene Mechanismen zur Verfiigung,
die unterschiedliche Komponenten bendtigen.

Einen zentralen Pfeiler des Immunsystems bilden die Makrophagen, die sowohl im
Rahmen der angeborenen, unspezifischen, als auch im Rahmen der erworbenen Immunitét
zytotoxisch aktiv sind. Thre Ziele sind dabei vor allem Bakterien, die phagozytiert und
durch Sauerstoffradikal-abhidngige Reaktionen zerstdrt werden. Die Phagozytose von
Antikorper- oder Komplement-markierten Bakterien wird durch spezielle Rezeptoren (F.,
CR3b) auf der Oberfliche von Makrophagen erleichtert. Genau wie dendritische Zellen
sind Makrophagen zur Antigen-Prozessierung befdhigt und fungieren als Antigen-
préasentierende Zellen (APC). Das prozessierte Antigen wird von T-Lymphozyten nur dann
erkannt, wenn es mit einem korpereigenen HLA-Molekiil auf der Oberfliche der APCs
prisentiert wird. HLA Klasse I-Molekiile werden dabei von zytotoxischen (CD8") T-
Zellen erkannt. T-Helferzellen (CD4") erkennen HLA Klasse II-gebundene Antigene.
Wihrend HLA Klasse I-Molekiile auf nahezu allen kernhaltigen Zellen exprimiert werden,
ist die Expression der HLA Klasse II-Molekiile normalerweise auf Lymphozyten und
Antigen-prasentierende Zellen beschriankt, kann aber durch IFN-y auf anderen Zellen

induziert werden (Janeway und Travers 1995).
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Die meisten mikrobiellen Antigene werden von APCs prozessiert und zusammen mit HLA
Klasse II-Molekiilen an der Zelloberfliche CD4", naiver T-Helferzellen (Two) présentiert.
Die aktivierte CD4+ T-Zelle kann nun mit B-Lymphozyten interagieren und so eine
Antikorper-vermittelte humorale Immunantwort induzieren. Alternativ dazu flihrt ihre
Interaktion mit Makrophagen, mit nachfolgender Ausschiittung von TNF-o sowie
Sauerstoff- und Stickstoffradikalen zu einer zelluldren Immunantwort. In den meisten
Féllen findet man eine Verkniipfung beider Immunantworten.

Die Differenzierung naiver Tyo-Zellen zu Ty;-Zellen, die mit Makrophagen die zelluldre
Immunantwort einleiten, oder zu Typ-Zellen, die zusammen mit B-Lymphozyten die
humorale Immunantwort induzieren, wird durch eine Reihe exogener (Mosmann und
Coffman 1989) und genetischer (Hsieh et al. 1995; Murray et al. 1989) Faktoren
beeinfluBt. Ti- und Twp-Zellen unterscheiden sich auBBerdem hinsichtlich des von ihnen
produzierten Zytokin-Repertoires und ihrer Interaktionen mit anderen Zelltypen
(Romagnani 1995). Bei gesunden Individuen liegen Tyo-, Tyi- und Typ-Zellen im
Verhiltnis von etwa 4:2:1 vor (De Carli et al. 1994). Ein gestortes Gleichgewicht zwischen
Tui- und Tp-Zellen wird fiir eine Reihe von Autoimmunerkrankungen verantwortlich
gemacht (Romagnani 1994). In diesem Zusammenhang geht man z.B. von einer
Beteiligung der Ty;-Zellen (Foulis et al. 1991) und der von ihnen freigesetzten Zytokine
(Pankewycz et al. 1995) an der Pathogenese des Typ 1 Diabetes mellitus aus (Trembleau et
al. 1995; Trembleau et al. 1997), wiahrend den Typ-Zellen in diesem Fall eine eher
protektive Rolle zugesprochen wird (Trembleau et al. 1997).

Charakteristika der erworbenen Immunitét sind die Epitop-Spezifitidt und die Bildung eines
immunologischen Gedichtnisses, das beim erneuten Kontakt mit dem gleichen Antigen
eine schnellere und effizientere Immunantwort erlaubt. Um der Vielfalt der moglichen
Antigene gerecht zu werden, bildet der menschliche Organismus zundchst gegen alle
denkbaren Peptide Lymphozyten, auch gegen korpereigene. Zur Unterscheidung von
"Fremdantigen" und korpereigenem Antigen bedient sich das Immunsystem
unterschiedlicher Mechanismen. Den neu entstehenden T- und B-Lymphozyten werden im
lymphatischen System zahlreiche korpereigene Epitope prisentiert. Ein Erkennen dieser
Epitope flihrt zu diesem Zeitpunkt zum Absterben des spezifischen Lymphozytenklons.
Dieser Vorgang wird als klonale Deletion oder auch zentrale Toleranz bezeichnet (von
Boehmer und Kisielow 1990). Entgehen autoreaktive Lymphozyten diesem Prozess der
klonalen Deletion und erkennen im gereiften Stadium koérpereigene Epitope, kommt es zur

peripheren Toleranz oder auch Anergie. Diese basiert auf dem Fehlen kostimulatorischer
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Signale, wodurch eine Immunantwort verhindert wird (Ramsdell und Fowlkes 1990;
Schwartz  1989). Dariliber hinaus existieren sog. T-Suppressor-Zellen, die eine
iiberschieBende Immunantwort gegen autologe Antigene unterbinden (Bloom et al. 1992;

Dorf et al. 1992).

Der Typ 1 Diabetes mellitus ist gekennzeichnet durch eine selektive und vollstindige
Zerstorung der pankreatischen [-Zellen, wihrend die iibrigen, direkt benachbarten
endokrinen Inselzellen intakt bleiben. Dies legt die Vermutung nahe, daf3 es sich bei der 3-
Zellzerstorung um eine erworbene, spezifische Immunreaktion handelt. Die Mehrzahl der
Patienten weist bei Erkrankungsbeginn in die Langerhansschen Inseln eingewanderte
mononukledre Zellen auf (Gepts 1965). Auch T- und B-Lymphozyten kénnen Bestandteil
der Infiltrate sein (Foulis et al. 1991), wobei ihre Anwesenheit fiir die -Zellzerstorung
nicht unbedingt notwendig erscheint (Hanenberg et al. 1989; Itoh et al. 1993; Lernmark et
al. 1995). Neben zerstorten Zellen finden sich viele morphologisch intakte -Zellen, deren
Insulinsekretion jedoch stark eingeschréinkt ist. Eine direkte Beteiligung von Interferon o
(IFN-a) ist sehr wahrscheinlich, da dieses Zytokin im Pankreas von IDDM-Patienten
verstirkt exprimiert wird (Huang et al. 1995) und durch Applikation von rekombinantem
IFN-a, zumindest experimentell, Autoimmunitit erzeugt werden konnte.

Ob die Infiltration der Langerhansschen Inseln sekundir aufgrund einer viralen Infektion
der B-Zellen mit nachfolgender T-Zellaktivierung erfolgt (Atkinson und Maclaren 1994)
oder ob die Einwanderung der Immunzellen primir auf eine Zerstérung der B-Zellen zielt
(Hanninen et al. 1992), ist bisher nicht sicher geklart.

Ein weiteres Anzeichen fiir die autoimmunologisch vermittelte Entstehung des Typ 1
Diabetes mellitus stellt die Entdeckung von Antikorpern gegen -Zell assoziierte Proteine
dar. Etwa die Haélfte aller neu erkrankten Patienten besitzt Autoantikdrper gegen Insulin
(Landin-Olsson et al. 1989; Palmer et al. 1983). Weitere Autoantigene bilden die in B-
Zellen exprimierte Glutamat-Dehydrogenase (GAD65) (Baekkeskov et al. 1990), gegen
die bei liber 75% der Neuerkrankten Antikorper nachgewiesen werden konnen (Karlsen et
al. 1992; Lernmark 1996; Seissler et al. 1993), sowie eine membranassoziierte Protein-
Tyrosin-Phosphatase (IA-2) (Lan et al. 1994; Rabin et al. 1994). Gegen letztere sind in
etwa 50% der Fille Antikorper nachweisbar (Bonifacio et al. 1995; Verge et al. 1996).
Nahezu 100% der IDDM Patienten besitzen Antikdrper gegen eines der beiden genannten
Autoantigene, und ein Screening auf diese AntikOrper hat einen sehr hohen positiven

Vorhersagewert fiir das Erkrankungsrisiko von Verwandten eines Typ 1 Diabetikers.
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Die Entstehung des Typ 1 Diabetes mellitus wird zu 50-60% von genetischen und zu 40-
50% von Umweltfaktoren bestimmt. Es gibt dabei eine Vielzahl von Umweltfaktoren, die
als mogliche Beteiligte an der Entstehung des Typ 1 Diabetes mellitus heute von
Bedeutung erscheinen, von denen im folgenden Abschnitt nur einige beschrieben werden.
Als erstes sei die Moglichkeit einer viralen Infektion genannt. Hierbei gibt es vor allem fiir
Coxsackie B, Rubella, Mumps (Lindberg et al. 1999) und neonatale Infektionen
(EURODIAB Substudy 2 Study Group 2000; McKinney et al. 1999), sowie fiir die exogen
angeregte Reaktivierung endogener Retroviren (HERV) (Conrad et al. 1997; Nakagawa
und Harrison 1996) entsprechende Hinweise. Bis zu 20% der Kinder mit kongenitaler
Rubella-Infektion erkranken in ihrem spiteren Leben an Typ 1 Diabetes mellitus; in der
Subgruppe mit den HLA-Allelen DR3-DQ2 und DR4-DQS8 (siehe 1.6.3) sind es bis zu 70%
(Ginsberg-Fellner et al. 1984). Desweiteren erhohen Enterovirus-Infektionen der Mutter
wiahrend der Schwangerschaft das IDDM-Risiko des Kindes deutlich (Dahlquist et al.
1995; Hyoty et al. 1995). Als zusitzliche Risikofaktoren fiir eine IDDM-Erkrankung
werden das Alter der Mutter (Dahlquist et al. 1991) und die Erndhrung (Dahlquist et al.
1991) diskutiert. Dabei wurde das Auftreten von IDDM sowohl mit der Dauer des Stillens
als auch mit dem Zeitpunkt der Erstexposition gegeniiber bestimmten
Nahrungsbestandteilen assoziiert. Zwar konnte eine Beteiligung des Kuhmilchproteins
BSA (Rinderserum-Albumin) in experimentellen Situationen nachgewiesen werden
(Karjalainen et al. 1992), die klinische Bedeutung von BSA-Antikdrpern sowie die Rolle
der Stilldauer (McKinney et al. 1999) und des Zeitpunkts der Exposition gegeniiber
Kuhmilch bleiben jedoch weiter unklar (Atkinson et al. 1993; Couper et al. 1999; Harrison
und Honeyman 1999; Hypponen et al. 1999; Virtanen et al. 2000). Auch eine friihe
Gewichtszunahme im Kleinkindalter wird als moglicher Risikofaktor betrachtet
(Hypponen et al. 1999). Neuere Studien diskutieren dariiber hinaus die Moglichkeit einer
Erhohung des Erkrankungsrisikos unter dem EinfluB von saurem Leitungswasser in
Haushalten mit erkrankten Kindern (Stene et al. 2002).

Fiir den Fall einer viralen Beteiligung an der Entstehung des Typ 1 Diabetes mellitus
werden unterschiedliche exogen angeregte oder genetisch modulierte Mechanismen
diskutiert. Fiir Varianten des Coxsackie B-Virus ist ein B-Zell-Tropismus beschrieben
worden (Szopa et al. 1990). Trotz intakter Morphologie der infizierten Zellen war die
Insulinsynthese und —sekretion beeintrichtigt (Szopa et al. 1989; Szopa et al. 1993). Von
Kindern, die nach grippedhnlichen Symptomen einen Diabetes entwickelten, konnten im

Pankreasgewebe Coxsackie-Viren nachgewiesen werden (Yoon et al. 1979). Diese Viren
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waren in der Lage, kultivierte Maus-Inselzellen zu infizieren (Bopegamage und
Petrovicova 1994). Die im Zuge einer viralen Infektion gebildeten Zytokine IFN-y und
TNF-a konnen die Expression von HLA, kostimulatorischen und Adhésionsmolekiilen
verstarken (Campbell et al. 1988; Campbell et al. 1989) und so die Prédsentation von
Autoantigenen fordern. Ein dhnlicher Mechanismus wire fiir reaktivierte HERVs denkbar.
Aufgrund der zum Teil weitgehenden Ubereinstimmung zwischen kérperfremden und
korpereigenen Proteinen konnte es nach einer Infektion und klonaler T-Zellproliferation zu
einem molekularen Mimikri, einer ,,Verwechslung®“ von viralem und korpereigenem
Epitop entweder durch Antikorper oder durch T-Zellen kommen. Dieser Mechanismus
kann sowohl auf einer Konformations- als auch auf einer Peptidsequenz-Homologie der
Epitope beruhen. Das beste Beispiel fiir eine solche Sequenzhomologie stellt das
Coxsackie-Virus-Antigen P2-C dar (Kaufman et al. 1992), denn es verfiigt iiber ein mit
GADG6S5 identisches Hexapeptid. Polyklonale Antikdrper gegen P2-C kreuzreagieren mit
GADG65 (Hou et al. 1994) in vitro und die Existenz von gegen dieses Epitop gerichteten
humanen T-Helferzellen ist sehr wahrscheinlich (Kwok et al. 1996b; Lernmark 1996). Die
bei Typ 1 Diabetes-Patienten vorkommenden Autoantikérper gegen GADG65
kreuzreagieren allerdings nach bisherigen Erkenntnissen nicht mit dem viralen Peptid
(Richter et al. 1994).

Eine weitere mogliche Erklidrung fiir die Rolle von Viren bei der Pathogenese von IDDM
wire deren Funktion als Superantigen. Superantigene sind immunogene Proteine, die eine
Vielzahl von T-Zellklonen aktivieren, indem sie HLA Klasse II-abhidngig an das V[3-
Segment des T-Zellrezeptors (TCR) binden (Friedman et al. 1993). Durch die Bindung der
HLA Klasse II-Molekiile der Antigen-prisentierenden Zelle mit der relativ wenig
polymorphen variablen p-Kette (VP) wird, im Vergleich zur Reaktion eines
konventionellen Antigens, eine bis zu 10°-fache Anzahl an T-Zellen aktiviert. Die in der
Regel 20 bis 30 kDa groBen Superantigene vermdgen sowohl CD4" und CD8" T-Zellen als
auch B-Zellen ohne vorherige intrazelluldre Prozessierung zu aktivieren. Anders als beim
Mechanismus des molekularen Mimikri beinhalten Superantigene keine kreuzreagierenden
Epitope. Vielmehr kommt es im Zuge der breiten Immunzell-Aktivierung auch zur
Induktion von Zellen, die gegen potentielle Autoepitope gerichtet sind (Conrad et al.
1994). Der oligoklonale Ursprung der in einigen Autoimmunerkrankungen exprimierten T-
Zellrezeptoren impliziert die Beteiligung von Superantigenen an der Pathogenese dieser
Erkrankungen. Eine Superantigen-Funktion humaner endogener Retroviren bei der IDDM-

Pathogenese konnte jedoch bisher nicht eindeutig bestétigt werden (Lower et al. 1998).
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Wie bereits zu Beginn dargestellt, wird eine CD4" T-Zell vermittelte Immunantwort gegen
ein Antigen nur eingeleitet, wenn es zusammen mit korpereigenen HLA Klasse II-
Molekiilen auf der Zelloberfliche prisentiert wird, ein Vorgang der als HLA-Restriktion
bezeichnet wird. HLA Klasse II-Molekiile werden nur auf Antigen présentierenden Zellen
exprimiert, so dal Oberflichenproteine anderer, gesunder Korperzellen eine
Immunreaktion normalerweise nicht induzieren kénnen. Vor allem eine Reihe endokriner
Zellen bildet hiervon eine Ausnahme, da sie unter bestimmten Bedingungen HLA Klasse
II-Molekiile exprimieren und so zu einer CD4" vermittelten Immunantwort gegen autologe
Proteine fiihren konnen. IFN-y und TNF-a, die im Rahmen einer viralen Infektion des
Pankreas gebildet werden, verstidrken die HLA Klasse II-Expression auf pankreatischen [3-
Zellen (Bottazzo et al. 1985).

1.6.3 Genetische Risikomarker

Etwa 60% des genetischen Risikos einer Diabeteserkrankung wird der HLA-Genregion
(IDDM1,; siehe Tab.1.5) zugeschrieben (van Der et al. 1995), dem ersten Locus, von dem
eine Assoziation mit Typ 1 Diabetes mellitus beschrieben wurde (Nerup et al. 1974; Singal
und Blajchman 1973). Die HLA-Genregion ist Teil des Haupthistokompa-
tibilititskomplexes (MHC), der sich iiber 4 Megabasenpaare auf Chromosom 6q21
erstreckt (Campbell und Trowsdale 1993). Die HLA Klasse I liegt telomerwérts und
kodiert fiir die hochpolymorphen Molekiile HLA-A, -B und —C. Die Gene der HLA Klasse
II-Region, HLA-DR, -DQ und —DP, kodieren jeweils fiir eine a- und eine B-Kette, die
zusammen als o/B-Heterodimere das intakte Klasse II-Molekiil bilden. Die HLA-DR-
Molekiile bestehen aus einer DRA-kodierten a-Kette und einer B-Kette, die durch einen
der Loci HLA-DRB1, -DRB3, -DRB4 oder —-DRB5 kodiert wird. Da meist nur zwei der
vier B-Gene pro Allel gleichzeitig exprimiert werden, kodiert ein Haplotyp flir zwei und
ein heterozygoter Genotyp fiir vier DR-Molekiile. Die Komplexe HLA-DQ und —DP
bestehen jeweils nur aus einem einzelnen a- und B-Gen. Von HLA-DRBI1 sind iiber 200
Allele beschrieben, von DQBI1 39 und DPB1 84 Allele, die sich manchmal in 20-30
Aminosduren voneinander unterscheiden, oft aber auch nur in einer einzigen. Genauere
Angaben iiber die komplexe Nomenklatur der HLA-Allele und-Haplotypen finden sich bei
Marsh et al. (2001).

Innerhalb der HLA Klasse II-Region sind drei retrovirale solitdire LTRs lokalisiert (siehe
Abb.1.4).
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Abb. 1.4 Lokalisation der retroviralen solitiren LTRs DQ-LTR3, DQ-LTR5 und DQ-LTRI3
innerhalb der HLA Klasse II-Genregion in unmittelbarer Nihe zum DQB1 Gen (modifiziert nach
Undlien et al. 2001).

DQ-LTR3 und DQ-LTRS5 gehdren zur Familie der humanen endogenen Retroviren HERV-
K und befinden sich 15 bzw. 10 kb stromaufwirts vom DQB1 Gen in reverser
transkriptioneller Orientierung. DQ-LTR13 146t sich bisher keiner Familie zuordnen,
befindet sich jedoch nur 1,3 kb stromaufwirts vom DQB1 Gen in normaler
transkriptioneller Orientierung. Basierend auf der Anwesenheit von regulatorischen
Elementen innerhalb der LTR und der damit verbundenen moglichen Promotoraktivitét,
wird DQ-LTRI3 im folgenden auch als stromaufwirts gelegenes Element bezeichnet
("upstream element"). Aufgrund der unmittelbaren Néhe der LTR zu einem funktionellen
Gen innerhalb einer Genregion, der ein sehr hoher Anteil am Risiko einer
Diabeteserkrankung zugesprochen wird (van Der et al. 1995), wurde DQO-LTRI3 fiir die
statistischen und funktionellen Analysen der vorliegenden Arbeit ausgewidhlt (siche
Kapitel 1.7).

Bei der Entdeckung der Assoziation der HLA-Genregion mit Typ 1 Diabetes mellitus ging
man zundchst davon aus, dal die Klasse I-Allele BS und BI5 fiir die Erkrankung
pradisponierend sind (Nerup et al. 1974; Singal und Blajchman 1973). Spiter konnten die
fiir die Diabetes—Assoziation verantwortlichen Loci den Klasse I1I-Genen DR (Platz et al.
1981) und schlieBlich DQ (Nepom et al. 1986; Owerbach et al. 1983) zugeordnet werden.

Die mit IDDM assoziierten HLA-Haplotypen unterscheiden sich in verschiedenen
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Populationen teilweise erheblich voneinander. Durch die starke Kopplung der Klasse II-
Gene miteinander bilden jedoch tiberall relativ wenige Allele einen Grofteil der jeweiligen
Haplotypen.

In der kaukasischen Bevdlkerungsgruppe (Livak et al. 1995) sind die Allele DQS8
(DQAI*0301-DOBI1*0302) und DQ2 (DQAI1*0501-DQBI1*0201) am starksten
pradisponierend fiir Typ 1 Diabetes mellitus (Badenhoop et al. 1995). Dabei ist die
Pradisposition im Falle von DQS8 abhingig von dessen Kombination mit unterschiedlichen
DR4 Allelen (Undlien et al. 2001) (siche Abb.1.5). DQ2 wirkt dagegen zusammen mit
DR3 pridisponierend (Undlien et al. 2001). Uber 40% der Patienten besitzen den Genotyp
DQOS/DQ2 (Nepom 1993; Sanjeevi et al. 1996). Als zusétzlicher, unabhdngiger
Risikomarker erwies sich bereits die in Abb.l1 gezeigte LTR DQ-LTR3 (Donner et al.
1999).

DQB1  DQA1 DRB1 Abb. 1.5 Das von DQS8
vermittelte Risiko einer IDDM
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Von besonderer Bedeutung war die Entdeckung, dafl sich DQ7, ein fiir IDDM bei
Individuen kaukasischen Ursprungs protektives Allel, in nur 4 Aminosduren von DQOS§
unterscheidet. Dies legt die Vermutung nahe, da3 die durch einen Aminoséureaustausch
bedingte Ladungsinderung die Konformation des DQ-Molekiils derart verdndert, daf}
sowohl die Peptid- (Kwok et al. 1996a; Kwok et al. 1996b; Nepom et al. 1996) als auch die
T-Zellrezeptorbindung (Penzotti et al. 1996) beeinfluBt wird. Das verdnderte
Bindungsverhalten kdnnte dann sowohl nach dem Modell des molekularen Mimikri als
auch nach der Vorstellung der HLA-Restriktion die Entstehung autoimmunogener T-

Zellklone begiinstigen (Atkinson und Maclaren 1994; Bell et al. 1989; Todd et al. 1988).
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Bei der Suche nach den Faktoren, die fiir die restlichen 40% des genetisch vermittelten
Risikos einer Diabeteserkrankung verantwortlich sind, werden sog. Kandidatengene
hinsichtlich ihrer moglichen Assoziation und ihrer Kopplung mit IDDM untersucht. Auf
diese Weise fand man eine Assoziation des VNTR (variable nucleotide tandem repeat)-
Polymorphismus am 5'-Ende des Insulingens (/DDM?2) mit Typ 1 Diabetes mellitus, die
spater durch Linkage-Studien bestitigt werden konnte (Davies et al. 1994; Lucassen et al.
1993). Das vermittelte Risiko, das diesem Locus zugeschrieben wird, wird auf 2-3%
geschitzt, wobei es in Subpopulationen mit héherem Erkrankungsalter wahrscheinlich
grofer ist (Thorsby und Ronningen 1993).

Durch die Verfiigbarkeit einer Karte des menschlichen Erbgutes ist es moglich, in einem
sogenannten ,,Genomscan® das gesamte Genom mit Hilfe eines dichten Netzes von
Mikrosatellitenmarkern auf Assoziationen mit Typ 1 Diabetes mellitus zu untersuchen.
Auf diese Weise wurden bisher einige potentielle Kandidatengenorte identifiziert, die im
folgenden (Tab. 1.5) zusammengefasst sind. Einige dieser Assoziationen konnten in
weiteren Studien bisher nicht bestitigt werden, was zum Teil in der Heterogenitit der
untersuchten Population begriindet ist. Einzelne Kandidatengenorte diirften nur in
Subpopulationen mit Typ 1 Diabetes mellitus assoziiert sein. Bestétigt werden konnte unter
anderem das Linkage von /DDM7 auf Chromosom 2q31 (Copeman et al. 1995) in
mehreren Populationen und von /DDMS$ auf Chromosom 6q25-q27 (Luo et al. 1995);
ebenso sicher ist die Beteiligung von CTLA4 (IDDM12) am genetischen Risiko fiir IDDM
(Nistico et al. 1996). Dieses Gen kodiert fiir ein T-Zell spezifisches Membranprotein, das
an der klonalen Deletion aktivierter T-Lymphozyten beteiligt ist. Fiir ein ausfiihrliche
Darstellung der Linkage- und Assoziationsstudien sei auf die entsprechende Referenz

verwiesen (Todd und Farrall 1996).

Tab. 1.5 Risiko-Kandidatengene fiir Typ 1 Diabetes mellitus

Genort Chromosom Kandidatengen Referenz
IDDM1 6p21.3 HLA-DQBI, -DRB1 (Nerup et al. 1974;
Singal und Blajchman
1973)
IDDM?2 11pl5.5 Insulin VNTR (Bennett et al. 1995;

Davies et al. 1994;
Lucassen et al. 1993)

IDDM3 15926 DI15S107 (Field et al. 1994)
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IDDM4 11q13.3 FGF3, ZFM1, ICE (Davies et al. 1994;
Hashimoto et al. 1994;
Luo et al. 1996)
IDDM5 6925-q26 MnSOD, ESR, (Davies et al. 1994; Luo
D6S467, D6S448 ctal. 1996)
IDDM6 18q12-g21 D18S64 (Merriman et al. 1997)
IDDM7 2q31-q33 D2S152, NEUROD | (Copeman et al. 1995;
Esposito et al. 1998)
IDDM8 6q25-q27 D6S281 (Davies et al. 1994;
Davies et al. 1996; Luo
et al. 1995; Luo et al.
1996)
IDDM9 3q21-q25 D3S1303 (Moczulski et al. 1998;
Rowe et al. 1995)
IDDM1I10 10pl1-ql1 D10S193 (Reed et al. 1997)
IDDM11 14q24.3-q31 D14S67, ENSA (Field et al. 1996)
IDDM]2 2933 CTLA4 (Nistico et al. 1996)
IDDM1 3 2q34 IGFBP-2, -5 (Morahan et al. 1996)
IDDM15 6921 D6S283 (Delepine et al. 1997)
IDDM17 10925 D10S592, D10S554 (Verge et al. 1998)
IDDM18 5931.1-g33.1 IL12B (Morahan et al. 2001)
unbenannt 1q42 Di1S1617 (Concannon et al. 1998)
unbenannt 16q22-q24 D16S3098 (Mein et al. 1998)
unbenannt 19p13 D19S247 (Mein et al. 1998)
unbenannt 19q13 D19S225 (Mein et al. 1998)
unbenannt Xpl3-pll DXS1068 (Cucca et al. 1998;
Davies et al. 1994)
unbenannt Tpl3 GCK (Rowe et al. 1995)
unbenannt 12q14-q15 IFNG (Awata et al. 1994;

Jahromi et al. 2000)



Einleitung 27

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit umfalt zwei thematische Schwerpunkte. Im ersten Projekt, dem
statistisch-klinischen Teil der Arbeit, sollte mit Hilfe einer Familienassoziationsstudie die
kombinierte Transmission von DQ-LTR13 mit bestimmten DR-DQ-Haplotypen analysiert
und statistisch erfa3t werden. Eine besondere Bedeutung hatte dabei die Betrachtung der
fir Typ 1 Diabetes priadisponierenden Risiko-Haplotypen DQ2 und DQ8. Das zur
Verfiigung stehende Familienkollektiv aus 284 Familien, jeweils bestehend aus den Eltern
und einem erkrankten Kind, sollte dazu fiir die Merkmale DQAI, DOBI und DQ-LTRI3
genotypisiert und deren Segregation analysiert werden. Ziel dieser Analyse war die
Charakterisierung der proviralen solitiren LTR DQ-LTRI3 als zusétzlichen genetischen

Risikomarker fiir eine Erkrankung an Typ 1 Diabetes mellitus.

Der zweite Teil der Arbeit umfalit die funktionelle Charakterisierung der beiden solitdren
LTRs DQ-LTR3 und DQ-LTRI3. Mit Hilfe eines Reportergenassays sollte die mogliche
Promotor- oder Enhancer-Aktivitdt der LTRs in Abhéngigkeit von ihrer Position und
Orientierung relativ zum Reportergen und gleichzeitig ihre Induzierbarkeit durch
unterschiedliche Hormone untersucht werden. Dariiber hinaus sollte im gleichen
Testsystem der Einfluss der beiden LTRs auf die Aktivitit des DQB1 Promotors in vitro
analysiert werden. Die Resultate sollten in einem zweiten Testsystem in vivo unter
Verwendung stabiler B-lymphoblastoider Zellinien definierter HLA Haplotypen verifiziert
werden. Intention dieser Analysen war, eine mdgliche Funktion der beiden untersuchten
LTRs im Kontext ihrer natiirlichen genomischen Umgebung nachzuweisen und damit ihre
mogliche Beteiligung an der Entstehung des Typ 1 Diabetes mellitus zu verdeutlichen. Die
gewonnenen Erkenntnisse sind ein weiterer Schritt zum besseren Verstindnis der

komplexen Atiologie dieser Autoimmunerkrankung.
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2. Material und Methoden

2.1 Familien und Patienten

Untersucht wurden insgesamt 284 Familien kaukasischen Ursprungs mit mindestens einem
an Typ 1 Diabetes mellitus erkrankten Kind. Es handelte sich dabei um 203 deutsche
Familien, in denen von 21 Familien nur der eine Elternteil bekannt war, und um 81
belgische Familien, so daf} insgesamt 831 Individuen analysiert wurden. In beiden
Gruppen herrschte ein m/w-Verhéltnis von 0,92.

Die Familien wurden in der endokrinologischen Ambulanz, dem Diabetes-
Schulungszentrum der Medizinischen Klinik I, dem Zentrum der Kinderheilkunde des
Universititsklinikums Frankfurt am Main sowie dem Belgian Diabetes Registry rekrutiert.
Alle Personen gaben ihr Einverstindnis zur Erhebung und Verarbeitung ihrer klinischen
genetischen Daten zu wissenschaftlichen Zwecken. Die Diagnose "Typ 1 Diabetes

mellitus" erfolgte nach WHO-Kriterien (1979).

2.2 Statistische Auswertung

2.2.1 Linkage Disequilibrium

Bei Genen, die auf unterschiedlichen Chromosomen liegen, kann man im allgemeinen
davon ausgehen, dal sie entsprechend der Mendelschen Regel unabhingig voneinander
vererbt werden. Gene hingegen, die auf demselben Chromosom lokalisiert sind, werden
aufgrund der rdumlichen Néhe oft auch gemeinsam vererbt. Die Wahrscheinlichkeit der
gemeinsamen Vererbung sinkt mit zunehmendem Abstand der Loci voneinander. Grund
hierfiir ist das sogenannte Crossing-Over wihrend der Meiose. Hierbei lagern sich
homologe Nichtschwester-Chromatiden aneinander (Chiasmata) und tauschen ihr
telomerwérts gelegenes chromosomales Material aus. Daraus wird deutlich, daf3 die
Wabhrscheinlichkeit ~ fiir einen, die genetische Kopplung durchbrechenden,
Chromatinaustausch mit zunehmendem Abstand der beiden Loci voneinander steigt.

Betrachtet man zwei polymorphe Loci (A/a und B/b), militen sich die
Genotyphiufigkeiten (hap) aus der Multiplikation der Allelhdufigkeiten (ha x hg) ergeben,
wenn keine genetische Kopplung vorliegt. Das Abweichen von diesen erwarteten

Haufigkeiten beschreibt das "Linkage Disequilibrium" (Kopplungsungleichgewicht) und
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stellt somit ein MaB} fiir die Kopplung oder die Unabhéngigkeit zweier polymorpher Loci
dar (Weir und Cockerham 1979).

Neben dem Abstand der Loci zueinander beeinflussen weitere Faktoren das "Linkage
Disequilibrium": natiirliche Selektion (durch funktionelle Unterschiede der resultierenden
Haplotypen), Migration, nicht zufdllige Partnerwahl und das evolutiondre Alter eines

Locus bzw. eines Polymorphismus.

2.2.2 Chi’-Vierfeldertest

Der Chi*-Vierfeldertest untersucht, ob die Verteilung von Merkmalen in zwei Gruppen
signifikant voneinander abweicht oder ob beide Grupen mit "einer gemeinsamen Realitdt"
vereinbar sind. Am Beispiel des Auftretens der Krankheit K bei Jungen und Midchen sei

das Prinzip erldutert:

beobachtet krank | gesund | Summe

Jungen 24 12 36
Midchen 2 34 36
Summe 26 46 72

Geht man davon aus, da3 das Geschlecht bei der Erkrankung K keine Rolle spielt, konnte
man die Untergruppen (Jungen und Maidchen) als zufdllige Stichproben der

Gesamtpopulation ansehen und wiirde daher folgende Verteilung erwarten:

erwartet krank gesund Summe

Jungen éx36:13 ﬁ><36:23 36
72 72

Midchen ﬁx36:23 %x36= 13 36
72 72

Summe 36 36 72

Beim Chi’-Vierfeldertest werden die beobachteten Werte (B) mit den erwarteten Werten

(E) verglichen:
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Chi’= =291371

Z(BU;E,])Q

i

Normalerweise untersucht man im Vergleich zur Gesamtpopulation nur sehr kleine
Gruppen, so daB eine Stetigkeitskorrektur der Werte nach Yates (Sachs 1997) erforderlich
wird, auf deren Berechnung hier nicht ndher eingegangen wird. Fiir obiges Beispiel ergibt

sich dadurch:
Chi* = 26,5485 (nach Yates-Korrektur)

Die in der vorliegenden Arbeit angegebenen Ergebnisse des Chi*-Vierfeldertests wurden
nach Yates korrigiert und eine sich daraus ergebende Wahrscheinlichkeit von p < 0,05
wurde als signifikant akzeptiert. Es erfolgte ebenfalls eine Korrektur der p-Werte nach
Anzahl der Freiheitsgrade, sofern explizit angegeben. Ein Freiheitsgrad ist definiert als n-/,
wenn 7n gleich der Anzahl der in der Analyse betrachteten Allele ist.

Der Chi*-Vierfeldertest diente somit dem Vergleich der transmittierten bzw. nicht-
transmittierten Allele zwischen den einzelnen, zur Untersuchung herangezogenen

Subgruppen.
2.2.3 Transmission Disequilibrium Test (TDT)

Der im vorangegangenen Abschnitt beschriebene Chi*-Vierfeldertest eignet sich fiir
Assoziationsstudien, bei denen das Auftreten eines Polymorphismus, zum Beispiel bei
kranken und gesunden Individuen, miteinander verglichen wird. Die Auswahl einer
Kontrollgruppe, die sich lediglich durch die Abwesenheit der Erkrankung von der
Patientengruppe unterscheiden soll, bereitet oft Schwierigkeiten und kann bei der Analyse
sowohl zu falsch positiven als auch zu falsch negativen Ergebnissen fiihren.

Die Familienanalyse umgeht das Problem der Auswahl einer repridsentativen
Kontrollgruppe und ermdglicht so eine sensitivere und spezifischere Untersuchung des
fraglichen Polymorphismus in Bezug auf seine Krankheitsassoziation. Bei diesem
Verfahren werden die Héufigkeiten der an den Patienten transmittierten und nicht
transmittierten Allele mit Hilfe eines Chi*-Tests miteinander verglichen und als
"Haplotype Relative Risk" (HRR) bezeichnet (Falk und Rubinstein 1987). Im Vergleich
zur einfachen Assoziationsstudie fungieren die Haufigkeiten der nicht transmittierten

Allele als interne Kontrollgruppe.
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Auch beim TDT vergleicht man die Hé&ufigkeiten von transmittierten (t) und nicht
transmittierten (nt) Allelen innerhalb einer Familie miteinander. Zur Erhohung der
Sensitivitdt der Analyse beriicksichtigt der TDT jedoch nur Eltern, die fiir den fraglichen
Polymorphismus heterozygot sind und bei denen somit eine "echte" Alternative zwischen
der Vererbung des einen oder anderen Allels besteht. Die Wahrscheinlichkeit eines
heterozygoten Individuums, ein bestimmtes Allel zu vererben, liegt natiirlicherweise bei
50%. Der TDT mifit die Wahrscheinlichkeit, dall ein Abweichen der beobachteten
Verteilung von der 50:50-Erwartung zuféllig ist (Spielman et al. 1993).

_ (—nt)

t+nt

Chi?

Eine Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant angenommen. Es erfolgte,
sofern notig und explizit angegeben, eine Korrektur der p-Werte der TDTs nach der
Anzahl der Freiheitsgrade (siche 2.2.2).

2.24 Extended Transmission Disequilibrium Test (ETDT)

Der TDT untersucht jeweils nur ein Allel pro Analyse. Fiir die Betrachtung eines
multiallelischen Markers sind demnach mehrere aufeinander folgende Berechnungen nétig.
Der allelische "Extended Transmission Disequlibrium Test" (ETDT) (Sham und Curtis
1995) untersucht das Vererbungsungleichgewicht dieses multiallelischen Markers und
liefert eine exaktere Abschédtzung der tatsdchlichen Wahrscheinlichkeiten. Dabei wird
jedem Allel ein Parameter zugeordnet, der dem natiirlichen Logarithmus des
Wabhrscheinlichkeits-Verhiltnisses jedes Allels eines Haplotyps, an den Patienten vererbt
zu werden, entspricht. Fiir den Haplotyp AB errechnet sich das Parameterpaar "a - b" wie

folgt und definiert die allelische Alternativhypothese des ETDT (t fiir Transmission):

p(tA|AB)_ a—

—a-b
"5, |AB)

Diese Parameter werden mit der Nullhypothese "keine Abweichung von der erwarteten
Vererbungswahrscheinlichkeit von 50%" durch logistische Regression verglichen und

entsprechend dem Freiheitsgrad korrigiert:
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L0 = natiirlicher Logarithmus der Wahrscheinlichkeit unter der Nullhypothese

L1 = natiirlicher Logarithmus der Wahrscheinlichkeit unter der Alternativhypothese
Chi’ (allelischer ETDT) = 2 x (L1 - LO); Freiheitsgrad: n — 1

n: Anzahl der Allele

Einzelheiten der Berechnung wiirden den Rahmen dieser Arbeit iiberschreiten und es sei
deshalb an dieser Stelle auf die entsprechende Referenz (Sham und Curtis 1995)
verwiesen. Eine Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 wurde als signifikant angenommen.

In der vorliegenden Arbeit wurde der ETDT verwendet, um insgesamt das
Vererbungsungleichgewicht des multiallelischen Polymorphismus zwischen dem
deutschen und dem belgischen Kollektiv zu vergleichen. Dies geschah mit Hilfe
logistischer Regressionsanalyse unter Verwendung des Programms Proc Logistic (SAS

Institute, USA).
2.2.5 Positive Predictive Value (PPV)

Das "Positive Predictive Value" (PPV) gibt die Wahrscheinlichkeit an, mit der Personen,
die positiv flir einen bestimmten genetischen Marker, in der vorliegenden Arbeit fiir DQO-
LTRI13, getestet wurden, eine bestimmte Erkrankung aufweisen, hier Typ 1 Diabetes
mellitus.

Der Wert berechnet sich wie folgt:

_A
PPV= (A+B)

A: HLA-Haplotyp X, t
B: HLA-Haplotyp X, nt

2.2.6 Negative Predictive Value (NPV)

Das "Negative Predictive Value" (NPV), im Gegensatz zum PPV (siehe 2.2.5), gibt die
Wabhrscheinlichkeit an, mit der Personen, die negativ fiir einen bestimmten genetischen
Marker getestet wurden, eine bestimmte Erkrankung nicht aufweisen.

Der Wert berechnet sich wie folgt:

_Db
NPV= (G +D)
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C: alle transmittierten HLA-Haplotypen minus A (siche oben)
D: alle nicht transmittierten HLA-Haplotypen minus B (siche oben)

2.2.7 Relatives Risiko (RR)

Eine weitere statistische GroBe zur Analyse von Assoziationen eines genetischen
Polymorphismus mit einer Erkrankung ist das relative Risiko (RR). Das RR entspricht
dabei der relativen Inzidenz und berechnet sich nach folgender Formel (PPV siehe 2.2.5,

NPV siehe 2.2.6).:

PPV
RR=" NPV

Betrachtet man die nt-Haplotypen als interne Kontrollgruppe, so ergibt sich ein Wert > 1,
wenn der Anteil der Patienten, die den genetischen Marker tragen, grof3er ist als der Anteil
der Kontrollpersonen. Ein Wert < 1 ergibt sich, wenn sich das Verhiltnis umkehrt. Bei
identischer Verteilung des genetischen Markers ergibt sich ein RR gleich 1. Je grofler das
relative Risko ist, desto stérker ist der genetische Marker mit der untersuchten Erkrankung
assoziiert und, umgekehrt betrachtet, je kleiner das RR ist, desto groBer ist die Protektion

vor einer Erkrankung.

2.3 Organismen
2.3.1 Bakterienstaimme
DH5a.: Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp: F®80dlacZAM15 A(lacZY A-

argF) U169 deoR recAl endAlhsdR17(rx’, mg') phoA supE44)\ thi-1
gyrA96 relAl (Life Technologies)

DH10B: Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsd RMS-
mcrBC)  ®80dlacZAM15 AlacX74 deoR recAl endAl araD139
A(ara,len)7697 galU galK A" rpsL nupG (Life Technologies)
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23.2 Sidugerzellinien

Tab. 2.1 Fiir die funktionelle Untersuchung eingesetzte Zellinien und deren entsprechende

DQA1/DQBI1 Typisierung

Bezeichnung Typ DQA1/DQB1 DQ-LTR13

GH Teratokarzinom *0201 *0301 / *0301 *0302 n.b.

A3.01 T-Zelle, lymphobl. *0501 *0201 / *0201 n.b.

HUT-78 T-Zelle, lymphobl. *0301 *0401 / *0302 *0402 n.b.

Jurkat T-Zelle, leukdam. *0102 *0201 / *0502 *0201 n.b.
Eva/SP (ECACC 9135) | B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 neg/neg
Bai/NJ (ECACC 9168) | B-Zelle, lymphobl. *03 / *0302 pos/pos
VAVY (ECACC 9023) | B-Zelle, lymphobl. *05011 /*0201 neg/neg

JHAF (ECACC 9030) B-Zelle, lymphobl. *0301 / *0301 n.b.
BOLETH (ECACC 9031) | B-Zelle, lymphobl. *03011 /*0302 pos/pos
SAVC (ECACC 9034) | B-Zelle, lymphobl. *03 /*0302 pos/pos

BM16 (ECACC 9038) | B-Zelle, lymphobl. *05013 /*0301 n.b.

BM21 (ECACC 9043) | B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0301 n.b.
ALJS5 (ECBR 6230) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 pos/pos
IBW9 (ECBR 6219) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 neg/neg
POH (ECBR 6334) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 pos/neg
PE117 (ECBR 7691) B-Zelle, lymphobl. *03 / *0302 pos/pos
BM14 (ECBR 7458) B-Zelle, lymphobl. *03 /*0302 pos/pos
KT17 (ECBR 7785) B-Zelle, lymphobl. *03 /*0302 pos/pos
BM92 (ECBR 8892) B-Zelle, lymphobl. *03 / *0302 pos/pos
MOSI (ECBR 3866) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 neg/neg
LIB (ECBR 5312) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 neg/neg
STWO (ECBR 4949) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 neg/neg
BEAN (ECBR 4790) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 neg/neg
F42 (ECBR 3907) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 neg/neg
OTC (ECBR 3397) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 neg/neg
MEPE (ECBR 3421) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 neg/neg
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Bezeichnung Typ DQA1/DQB1 DQ-LTR13
HICH (ECBR 3384) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 neg/neg
KI1J (ECBR 6311) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 pos/pos
BOR (ECBR 6364) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 neg/neg
NIHG (ECBR 6398) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 pos/neg
NIMA (ECBR 6401) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 pos/neg
SHS (ECBR 6007) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 neg/neg
BER (ECBR 8893) B-Zelle, lymphobl. *0501 / *0201 neg/neg

n.b.: nicht bestimmt

Die hier aufgefiihrten Zellinien bildeten die Grundlage fiir alle folgenden Analysen.
Basierend auf ihrer DQ Haplotypisierung (siehe Kapitel 2.8.12.1 bzw. nach Angaben von
ECACC oder ECBR) und der An- bzw. Abwesenheit von DQ-LTRI3 (sieche Kapitel
2.8.12.2) wurden sie fiir die funktionellen Analysen ausgewéhlt. Es handelt sich bei allen
o.a. Zellinien um Zellen humanen Ursprungs. Alle B-Zellinien wurden durch EBV-
Transformation hergestellt. ECACC steht fiir "European Collection of Cell Cultures",
ECBR fiir "European Collection for Biomedical Research". Die ECBR-Zellinien wurden

freundlicherweise von Prof. Grosse-Wilde, Universitdtsklinikum Essen, zur Verfiigung

gestellt.
24 Zellkultur
24.1 Kultivierung von Siugerzellinien

Die adhdrent wachsende Teratokarzinom Zellinie GH wurde in CMRL (Connaught
Medical Research Laboratories 1069) Medium, supplementiert mit Bicarbonat (3,7 g/l),
1,25% L-Glutamin, 0,4% SP (100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin) und 5%
inaktiviertem fotalem Kélberserum (FKS) kultiviert. Die Zellen wurden einmal
wochentlich trypsiniert (10 ml 2,5% Trypsin Melnick, 15 ml Versen (159 mM NaCl, 3mM
KCl, 6,5 mM Na,HPO,, 1,5 M KH,PO4, 0,2 mM Titriplex) und 30 ml PBS ohne Mg/Ca)
und im Verhéltnis 1:5 bis 1:10 gesplittet.

Die Kultivierung der T- und B-lymphoblastoiden Zellinien erfolgte in RPMI (Rosewell
Park Memorial Institute 1640) Medium supplementiert mit L-Glutamin (s.0.), SP (s.0.),

nicht-essentiellen Aminosduren (8,9 mg/l L-Alanin, 15,0 mg/l L-Asparagin, 13,3 mg/l L-
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Asparaginsadure, 14,7 mg/l L-Glutaminsaure, 7,5 mg/l Glycin, 11,5 mg/l L-Prolin, 10,5
mg/l L-Serin) und 10% inaktiviertem FKS (fiir alle lymphoblastoiden T-Zellinien und die
B-Zellinien von ECACC) bzw. 16% FKS (fiir alle B-Zellinien aus der ECBR Datenbank).
Die Zellen wurden ein- bis zweimal wochentlich im Verhéltnis 1:3 bis 1:10 gesplittet. Die
Kultivierung erfolgte in Zellinkubatoren (Heraeus) bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5%
CO,.

24.2 Einfrieren und Auftauen von Siugerzellen

Zellen aus einer mittelgrofen Flasche (80 cm? Nunc) wurden bei 200 x g, 3 min, 4°C
pelletiert. Die adhdrent wachsende Zellinie GH wurde zuvor trypsiniert und in 30 ml
Medium aufgenommen. Die Zellen wurden je nach Zahl in 6-8 ml Einfrierlosung (90%
FKS, 10% DMSO (Dimethylsulfoxid; Sigma)) aufgenommen, in Cryo Vials (Greiner)
iiberfiihrt und, nach Lagerung fiir 2 h bei —20°C und {iber Nacht bei —80°C, in fliissigem

Stickstoff gelagert.
2.5 Transfektionen
2.5.1 Transfektion von adhirent wachsenden Siugerzellinien

Zur Expression des Luciferase-Gens innerhalb von Reportergenkonstrukten in humanen
Zellen wurde das Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega) verwendet. Ziel der
Untersuchung war die Darstellung der Auswirkung bestimmter Promotor- und Enhancer-
Elemente auf die Expression des Reportergens,

In den promotorlosen Plasmid (p)-Vektor pGL3-Basic wurden iiber unterschiedliche
Schnittstellen verschiedene Fragmente kloniert, um deren Einfluss auf die Expression des
Luciferase-Gens zu untersuchen. Als Negativkontrolle diente der Basisvektor ohne
inseriertes Fragment, als Positivkontrolle pGL3-Control (Promega), der einen SV40
Promotor enthélt. Zur internen Standardisierung wurde pRL-CMV co-transfiziert. DQ-
LTR3 und DQ-LTRI3 wurden aus genomischer DNA entsprechender Patientenproben
amplifiziert. Die provirale LTR aus HERV-K(C7), die als Beispiel fiir eine funktionale
LTR eingesetzt wurde, stammte aus dem Plasmid pGTE-5'FlaC7 SD invers (Tonjes et al.
1999).
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Zur Transfektion wurden 1-3 x 10° Zellen in jede Vertiefung einer 6-Loch-Platte ausgesit.
Nach etwa 24 h wurden die Zellen mit den unterschiedlichen Plasmiden transfiziert. Der
DNA-Mix pro Ansatz entsprach:

1 nug rekombinante Reportergenvektor DNA

333 pg interner Standard (pRL-CMV)

0,1 ml OptiMEM 1 (GIBCO)
Der Transfektionsmix pro Ansatz entsprach:

0,1 ml OptiMEM 1 (GIBCO)

10 ul Lipofectamin (Invitrogen)
Beide Ansidtze wurden im Polystyrol-R6hrchen (Greiner) vermischt, nach einer
Inkubationszeit von 30 min mit OptiMEM 1 auf 1 ml aufgefiillt und auf die in der
Zwischenzeit mit PBS und OptiMEM 1 gewaschenen Zellen gegeben. Nach 5 h Inkubation
bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, wurde in jede Vertiefung der 6-Loch-Platte 1
ml CMRL-Medium, supplementiert mit 20% FKS, gegeben. Nach einer weiteren
Inkubation von 48 h unter gleichen Bedingungen wurde die Lumineszenz gemessen (sieche

2.7).
2.5.2 Transfektion von Suspensionszellinien

Zur Transfektion von Suspensionszellen mit den o.a. Reportergenkonstrukten wurde ein
DNA-Mix hergestellt, der folgendes enthielt:

1 ng rekombinante Reportergenvektor DNA

333 pg interner Standard (pRL-CMV)

0,5 ml OptiMEM 1 (GIBCO)
Der Transfektionsmix enthielt:

0,5 ml OptiMEM 1 (GIBCO)

3,5 pl DMRIE-C (Invitrogen)

Beide Ansdtze wurden in der Vertiefung einer 6-Loch-Platte vermischt und 30 min
inkubiert. Wahrend dieser Zeit wurden die Suspensionszellen aus einer mittleren
Zellkulturflasche (80 cm?, Nunc) abzentrifugiert (200 x g, 3 min, RT), mit PBS gewaschen
und anschlieBend in der Hélfte des urspriinglichen Volumens RPMI 1640 ohne Zusitze
aufgenommen. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 5 x 10° Zellen in jede Vertiefung

der 6-Loch-Platte gegeben und nach weiteren 5 h (bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5%
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COy) 0,5 ml 30%iges FKS zugefiigt. Die abschlieBende Inkubation vor der Messung der
Luciferaseaktivitét (siehe 2.7) erfolgte fiir 48 h unter o.a. Bedingungen.

2.5.3 Hormoninduktion

Eine mogliche Induzierbarkeit der LTRs durch Hormone iiber deren Wechselwirkung mit
in den LTRs nachgewiesenen putativen Hormon-responsiven Elementen (HRE) wurde
durch den Einsatz von Hydrocortison (Sigma) und Estradiol (Sigma) untersucht. Dazu
wurden die zu induzierenden Zellen nach der Transfektion mit den entsprechenden
Reportergenkonstrukten 5 h inkubiert. Bei der anschlieBenden Medienzugabe erfolgte
gleichzeitig auch die Zugabe des zu untersuchenden Hormons, das zuvor ins Medium
gegeben worden war. Dazu wurde Hydrocortison in einer Konzentration von 100 ng/ml
eingesetzt, Estradiol in einer Konzentration von 15 ng/ml. Als interner Standard wurde in
diesen Untersuchungen das Plasmid pRL-Null (Promega) eingesetzt, das zuvor auf nicht-

Induzierbarkeit durch die entsprechenden Hormone getestet worden war.

2.6 Kulturbedingungen der Bakterienstimme

2.6.1 Kulturmedien

Die Herstellung von Kulturmedien erfolgte, falls nicht anders erwéhnt, nach Sambrook et

al., 1989. Festmedien wurden mit 1,5% Agarose (w/v) versetzt.

2.6.2 Kultivierung von Escherichia coli

Die Kultivierung von E.coli erfolgte in TB-Medium (Terrific Broth; 12 g/l Trypton, 24 g/l
Hefeextrakt, 4 ml Glycerin, 17 mM KH,PO4, 72mM K,HPO,; autoklaviert) oder LB-
Medium (Luria-Bertani; 10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NaCl, pH 7,0;
autoklaviert) bei 37°C. Flissigkulturen wurden bei 37°C und 250 rpm geschiittelt. Zur
Selektion von transformierten Bakterien wurde das Antibiotikum Ampicillin (50 pg/ul;

Boehringer Mannheim) dem Medium zugegeben.
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2.7 Dual Luciferase Assay und Reportergen-Plasmide

Das Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega) diente zur Untersuchung der
Wirkung retroviraler LTRs auf die Expression des Luciferase-Gens. Die Bezeichnung
"Dual" in Kombination mit "Reporter" bezieht sich auf die gleichzeitige Expression und
Analyse zweier unabhingiger Reporterenzyme in einem Versuchsansatz. Dazu wurden
unterschiedliche Vektoren eingesetzt: der promotorlose Basisvektor pGL3-Basic
(Promega) enthilt das Luciferase-Gen des Glithwiirmchens (Photinus pyralis), mit der man
die Aktivitit des zu untersuchenden Promotors nachweist. In die multiple
Klonierungsstelle dieses Vektors wurden, unter Verwendung unterschiedlicher
Restriktionsschnittstellen, die zu untersuchenden Fragmente einkloniert. Der co-
transfizierte Standard pRL-CMV enthidlt dagegen das Luciferase-Gen der Seeanemone
(Renilla reniformis), das unter der Kontrolle eines konstitutiven Promotors steht und so zur
Standardisierung verwendet werden kann. Beide Enzyme bendtigen unterschiedliche
Substrate, so daB die Messung beider Aktivititen nacheinander im gleichen
Versuchsansatz erfolgen kann.

Die Reaktion der Luciferase des Gliihwiirmchens verlduft unter Verwendung von Luciferin
als Substrat folgendermal3en:

Mg**
Luciferin + ATP+0, —— —» Oxyluciferin + AMP + PP; +CO; + h-v

Die Reaktion der Renilla-Luciferase unter Verwendung von Coelenterazin verlduft wie

folgt:

Coelenterazin + O, ——» Coelenteramid + CO; + h-v

Zur Kontrolle des Erfolgs der Transfektion wurde, anstelle des experimentellen Plasmids,
das Plasmid pGL3-Control zur Co-Transfektion eingesetzt. Dieses Plasmid enthilt das
Luciferase-Gen unter der Kontrolle des SV40-Promotors.

Die so co-transfizierten Zellen wurden nach 48 h mit Passive Lysis Buffer (PLB; Promega)
lysiert. Die PLB Gebrauchslosung wird aus einer 5-fach Stammlosung hergestellt.
Adhérent wachsende Zellen werden dazu in den einzelnen Vertiefungen der 6-Loch-Platte
mit PBS gewaschen und anschlieBend mit 300 ul PLB 1x lysiert. Nach einer

Inkubationszeit von 15 min bei RT auf einem Taumelwipptisch (Biometra) wird das Lysat
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in EppendorfgefiBe iiberfiihrt und zentrifugiert (12.000 x g, 30 s, RT). Vom Uberstand
wurden 20 pl fiir den Luciferase-Assay eingesetzt.

Fiir die Aufarbeitung der Suspensionszellen wurde der gesamte Transfektionsansatz aus
jeder Vertiefung der 6-Loch-Platte in ein Eppendorf-Gefal} liberfiihrt. Die Ansédtze wurden
zentrifugiert (100 x g, 3 min, RT), mit PBS gewaschen und in jeweils 100 pul PLB 1x
lysiert. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei RT wurden die Proben nochmals
zentrifugiert (12.000 x g, 30 s, RT) und vom Uberstand wiederum 20 pl fiir den
Luciferase-Assay eingesetzt.

Die Messung erfolgte in 96-Loch-Platten im MicroLumat Plus LB 96V (EG&G Berthold).
Zu jedem Ansatz wurden 50 pl Firefly Luciferase Substrat (LAR II; Promega) gegeben
und nach 2 s Verzogerung fiir 10 s die Lichtemission gemessen. In den gleichen Ansatz
wurden anschlieend 50 pl Stop&Glo Substrat (Promega) pipettiert. Dieses Reagenz stoppt
die Reaktion der Firefly Luciferase und stellt gleichzeitig das Substrat fiir die Renilla
Luciferase dar. Nach einer Verzégerung von 2 s wurde wiederum fiir 10 s die
Lichtemission gemessen.

Fiir jede Zellinie und fiir jeden Reportergenvektor wurden insgesamt drei unabhéngige
Transfektionsexperimente durchgefiihrt, in denen jeweils Triplikate fiir jedes Konstrukt
verwendet wurden. Um die Aktivitdt des experimentellen Vektors mit Hilfe des internen
Kontrollvektors pRL-CMV zu standardisieren und damit die Variabilitit der
experimentellen Bedingungen zu minimieren, wurden die MeBwerte flir den internen
Standard gleich eins gesetzt und der Quotient aus RLUcxperimentelier Vektor / RLUprL-cMv
(RLU, relative light units) als Ergebnis angegeben. Fiir jedes Triplikat wurden der
Mittelwert und die Standardabweichung berechnet.

2.8 Molekularbiologische Methoden

2.8.1 Isolierung mononukleiirer Zellen aus Vollblut

Zur Isolierung mononukledrer Zellen aus Vollblut wurden Leucosep Filterrohrchen
(Greiner) verwendet. Diese bestehen aus einem 50 ml-Rohrchen und einer darin
enthaltenen Filterscheibe. Das vom Hersteller angegebene Protokoll zur Isolierung der
Zellen wurde in einigen Punkten modifiziert. Zu Beginn wurde das Rohrchen mit
Histopaque (Sigma) bis zur 35 ml-Marke tiber der Filterscheibe gefiillt und zentrifugiert

(800 x g, 10 min, RT). Das zur Isolierung verwendete Citrat-Blut wurde im Verhéltnis 1:1



Material und Methoden 41

mit Hank's-Medium (139 mM NaCl, 5,4 mM KCI, 1,1 mM CaCl,, 0,8 mM MgSQ,, 0,34
mM Na,HPO,, 0,44 mM KH,PO,, 4,16 mM NaHCO;, 5,56 mM Glukose, 0,025 mM
Phenolrot) verdiinnt und in dieser Form zur Uberschichtung des Histopaque verwendet.
Das so befiillte Rohrchen wurde zentrifugiert (800 x g, 30 min, 4°C, ohne Bremse). Die
anschlieBend im Rohrchen entstandene Schichtung enthilt, direkt unter der oberen
Plasmaschicht, die mononukledren Zellen. Diese wurden in ein 50 ml-Falcon iiberfiihrt,
zweimal mit Hank's-Medium gewaschen (Zentrifugation bei 650 x g, 10 min, 4°C) und

abschlieBend in 10 ml PBS resuspendiert.
2.8.2 Zellkernisolierung
2.8.2.1 Zellkernisolierung aus mononukleéiren Zellen

Zur Isolierung der Zellkerne aus mononukledren Zellen wurde das Nuclei EZ Prep Nuclei
Isolation Kit (Sigma) verwendet. Die Lysierung mit allen Zentrifugationsschritten und die
anschlieBende Aufnahme der isolierten Zellkerne in Einfriermedium erfolgte nach
Angaben des Herstellers. Zum Einsatz kamen dabei ausschlie8lich die im Kit enthaltenen

Puffer und Losungen.
2.8.2.2 Zellkernisolierung aus Suspensionszellen

Zur Isolation der Zellkerne aus Suspensionszellen wurden die Zellen einer mittleren
Zellkulturflasche (80 sz; Nunc) abzentrifugiert (200 x g, 5 min, RT), gewaschen und,
nach Uberfiihrung in ein 10 ml-Rhrchen, nochmals zentrifugiert (200 x g, 5 min, 4°C).
Das Zentrifugat wurde in 5 ml Lysierpuffer (10 mM Tris-HCI [pH 7,6], 100 mM NacCl, 5
mM MgCl,, 1 mM EDTA, 0,5% NP-40) resuspendiert und fiir 3 min auf Eis inkubiert.
Nach zwei weiteren Zentrifugations- (200 x g, 5 min, 4°C) und Waschschritten (mit kaltem
PBS ohne Mg/Ca) wurde das Zentrifugat, das die Zellkerne enthilt, in 100 pl Einfrier-
Puffer (50 mM Tris-HCI [pH 8,3], 40% Glycerin, 5 mM MgCl,, 0,1 mM EDTA)

aufgenommen und fiir weitere Analysen bei —80°C gelagert.
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2.8.3 Isolierung von Nukleinsiduren

2.8.3.1 Isolierung von genomischer DNA aus Zellen

Zur Herstellung von Kernextrakten wurde die Kultur einer mittleren Zellkulturflasche (80
cm?’; Nunc) in ein 50 ml-Falcon iiberfiihrt, zentrifugiert (200 x g, 5 min, 4°C), dreimal mit
kaltem PBS (ohne Mg/Ca) gewaschen und in 10 ml kaltem PBS aufgenommen. Nach einer
weiteren Zentrifugation (500 x g, 10 min, 4°C) wurden die Zellen in 4 ml Lysierpuffer (10
mM Tris-HCI1 [pH 7,6], 1 mM EDTA, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 0,5% NP40)
aufgenommen und mit Hilfe eines Vortex lysiert. Nach einer weiteren Zentrifugation
(1.600 x g, 2 min, 4°C) wurde das Zentrifugat, das die Zellkerne enthdlt, in 500 pl
Proteinase K-Puffer (10 mM Tris-HCI [pH 7,8], 0,5% SDS) und 2,5 pl Proteinase K (20
mg/ml; Boehringer Mannheim) resuspendiert und fiir 4 h (bis iiber Nacht) bei 50°C
verdaut. Der Uberstand dieser Zentrifugation wurde fiir die im Abschnitt 2.8.3.3
beschriebene Isolierung cytoplasmatischer RNA verwendet.

Die Isolation genomischer DNA erfolgte {iber Phenol/Chloroform-Extraktion mit
zusétzlicher Sevag-Aufreinigung (Chloroform/Isoamylalkohol; 24:1) und anschlieBender

Athanolfillung.

2.8.3.2 Isolierung von genomischer DNA aus Vollblut

Zur Gewinnung genomischer DNA aus Vollblut wurde 8-10 ml Blut der Probanden
eingesetzt. Das Blut wurde zur Gerinnungshemmung in einer Kalium-EDTA-Monovette
abgenommen. Die Isolierung der DNA erfolgte mit Hilfe des QlIAamp DNA Blood Maxi
Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers. Die so extrahierte DNA wurde bei —20°C
gelagert.

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte gelelektrophoretisch oder wie in Kapitel 2.8.4
beschrieben. Die gelelektrophoretische Methode beruht auf dem Vergleich der
Bandenintensitit eines Markers bekannter Konzentration mit der Bandenintensitdt der
Proben unbekannter Konzentration gleicher Fragmentgrof3e nach Auftrennung der Proben
auf einem 0,7%igen Agarosegel, das mit 0,01% SYBR Green® (Pharmacia Biotech)

gefarbt wurde. Die Auswertung erfolgt unter UV-Transillumination (254 nm).
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2.8.3.3 Isolierung von cytoplasmatischer RNA

Die Isolierung cytoplasmatischer RNA erfolgte aus dem Uberstand der Lyse der DNA-
Praparation (siche 2.8.3.1) unter Verwendung von saurem Phenol/0,5% SDS (vorgewiarmt
auf 65°C) und Phenol/Chloroform, sowie anschlieender Prédzipitation mit Natriumacetat
(3M, pH 4,8-5,2) und Athanol (100%) fiir 30 min bei —80°C (bis iiber Nacht bei —20°C).
Nach abschlieBender Zentrifugation (16.000 x g, 20 min, 4°C) wurde das Zentrifugat in
DEPC-Wasser (Diethyl-Pyrocarbonat; 0,1% in H,O) aufgenommen.

2.8.3.4 Isolierung von Plasmid DNA aus Bakterien

2.8.34.1 Minipriparation durch alkalische Lyse

Die Plasmidaufreinigung aus Minikulturen von Bakterien erfolgte nach einer Methode von
Birnboim und Doly (1979). Zellen aus einer 5 ml Ubernachtkultur wurden mittels
Zentrifugation (16.000 x g, 30 s, RT) geerntet und in 100 pl kaltem GTE-Puffer (50 mM
Glucose, 25 mM Tris-HCI [pH 8,0], 10 mM EDTA) resuspendiert. Nach Zugabe von 200
ul Lysispuffer (200 mM NaOH, 1% SDS) wurden die Zellen fiir 5 min auf Eis inkubiert.
Zur anschlieBenden Neutralisation wurden 150 pl Natriumacetat (3 M) zugegeben, um
dann die Zelltriimmer und chromosomale DNA abzuzentrifugieren (16.000 x g, 5 min,
RT). Die Plasmid DNA wurde aus dem Uberstand durch Zugabe von 2 Volumen 100%
Athanol und anschlieBender Inkubation fiir 2 min auf Eis gefillt und dann durch
Zentrifugation pelletiert (16.000 x g, 5 min, RT). Das Zentrifugat wurde in 60 pul RNase A-
(0,1 mg/ml; Boehringer Mannheim) haltigem TE Puffer (5 mM Tris/HCI [pH 7,5], 10 mM
EDTA) resuspendiert.

2.8.3.4.2 Midi- und Maxipriparation

Die Prédparation von DNA im Midi- und MaximaBstab erfolgte mit dem QIAGEN Midi-
bzw. Maxi Kit nach den Angaben des Herstellers. Zellen aus 50 bzw. 250 ml
Ubernachtkulturen wurden durch Zentrifugation (6.000 x g, 15 min, 4°C) pelletiert und
unter Verwendung des im Kit mitgelieferten Puffers lysiert. Die Aufreinigung der Plasmid

DNA erfolgte an Anionenaustauschersdulen. Die Verwendung von Endo-free Puffern
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gewihrleistete die Entfernung bakterieller Endotoxine, die die Transfektion eukaryotischer
Zellen erschweren konnen.

2.8.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiuren

Die photometrische Bestimmung der Konzentration und der Reinheit von Nukleinsduren
beruht auf den unterschiedlichen Absorptionsmaxima von Nukleinsduren (260 nm) und
Proteinen (280 nm). Fiir reine DNA liegt der Quotient OD,40/ODyg9 zwischen 1,6 und 1,8,
fir RNA zwischen 1,8 und 2,0. Die Messung erfolgte im RNA/DNA Calculator

(Pharmacia).

2.8.5 Agarosegelelektrophorese

Die Auftrennung von DNA Fragmenten erfolgte elektrophoretisch. Dazu wurde Agarose
(Life Technologies) in 1x TAE Puffer (40 mM Tris/Acetat, 1 M EDTA, pH 8,0)
aufgekocht und mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid (Roth) versetzt. Bei Fragmenten mit einer
Grofe unter 500 bp wurden Gele in 1x TBE (5x TBE Puffer: 54 g Tris Base, 27,5 g
Borsédure, 20 ml 0,5 M EDTA [pH&8,0] ad 1 1 mit H,O) verwendet. Zum Auftragen auf das
Gel wurden die Proben mit 1/5 Volumen Gelbeladepuffer (0,25% Bromphenolblau, 0,25%
Xylencyanol, 30% Glycerin) versetzt. In Abhéingigkeit von der Fragmentgrofe erfolgte die
Auftrennung bei 5 bis 12 V/cm iiber einen Zeitraum von 2-20 Stunden in 0,7 bis 1,5%igen

Agarosegelen.

2.8.6 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Die Riickgewinnung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung
des Jetsorb Gel Extraction Kit (Genomed). Nach der chemischen Zersetzung der
Agarosegelmatrix wurde die DNA an die Matrix Glasmilch gebunden, von der sie mit
Wasser eluiert werden kann. An die Aufreinigung schloB sich eine

Konzentrationsbestimmung an (siche 2.8.4).

2.8.7 Dephosphorylierung von DNA

Zur Unterbindung der Rezirkulierung linearisierter Vektoren wurden diese vor dem

Einfligen des gewiinschten Fragments dephosphoryliert. Restringierte Vektoren wurden

erst fiir 20 min mit 0,5 U alkalischer Phosphatase des Kalbes (Pharmacia) bei 37°C und
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anschlieend fiir 20 min mit 1 U bakterieller alkalischer Phosphatase bei 50°C inkubiert.
Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 pul 0,5 M EDTA gestoppt. Nach
Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschlieBender Athanolfillung wurde die Vektor DNA

zur Ligation eingesetzt.

2.8.8 Ligation

Die Verkniipfung von Insert und Vektor DNA erfolgte mit Hilfe der T4-DNA-Ligase (Life
Technologies). 10-50 ng Vektor DNA wurden mit 4 pl 5x Ligase-Puffer, 1 ul Enzym (4,5
Weiss Einheiten) und der dquimolaren Menge Insert DNA in einem Gesamtvolumen von
20 pl tber Nacht bei 16°C inkubiert. 4 pl des Ligationsansatzes wurden fiir die
Transformation (siehe 2.8.11) in kompetente E.coli Stdmme (sieche 2.8.10) (DHS5a,
DH10B) eingesetzt.

2.8.9 T/A-Klonierung von PCR-Amplifikaten

Bei der Klonierung von PCR-Produkten (siehe 2.8.12) macht man sich die Eigenschaft der
Taq DNA Polymerase, die fiir die PCR verwendet wird, zu Nutze, Template-unabhingig
einen Desoxyadenosin-Uberhang am 3'-Ende des Amplifikates zu erzeugen. In
Vektorsysteme, die einen Desoxythymidin-Uberhang besitzen, kénnen die PCR Produkte
so direkt kloniert werden. Ein solches Vektorsystem stellt der hier verwendete Vektor
pGEM-T-Easy (Promega) dar, in den die Amplifikate aus den PCR Reaktionen direkt
durch Ligation (siehe 2.8.8) einkloniert wurden. An diese Reaktion schloB sich eine
Transformation (siehe 2.8.11) in kompetente Zellen (siehe 2.8.10) an, die eine Aufnahme

entsprechend grofer Plasmide erlaubten.

2.8.10 Herstellung kompetenter Bakterien

Zur effizienten Transformation von Bakterien miissen diese in einen Zustand der
Kompetenz gebracht werden. Dazu wurden 100 ml Kulturen der Bakterienstimme DHS5a
und DH10B bis zu einer ODgpy von 0,5 bis 0,55 kultiviert. Nach einer 5-miniitigen
Inkubation auf Eis wurden die Zellen pelletiert (3.700 x g, 10 min, 4°C) und in 20 ml
Losung TFB1 (30 mM KAc, 100 mM RbCl,, 10 mM CaCl,e2 H,0, 50 mM MnCl, e 4
H,O, 15% Glycerin (v/v), pH 5,8) resuspendiert und 5 min auf Eis inkubiert. Nach
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erneutem Pelletieren wurden die Zellen in 2 ml Losung TFB2 (10 mM MOPS, 75 mM
CaCl,, 10 mM RbCl,, 15% Glycerin (v/v), pH 6,5) aufgenommen und fiir weitere 15 min
auf Eis inkubiert. Zum Abschlu3 wurden 100 pl-Aliquots auf Trockeneis schockgefroren
und bei -80°C gelagert.

2.8.11 Transformation von Bakterien

Kompetente Bakterien wurden aufgetaut und mit 1-10 ng Plasmid DNA oder 4 pl eines
Ligationsansatzes fiir 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock (45 s, 42°C)
wurden die Zellen fiir 1 h in SOC-Medium (2% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 0,05% NaCl,
2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 20 mM Glucose, pH 7,0) bei 37°C im Schiittler regeneriert,
auf Selektivndhrboden ausplattiert und iiber Nacht im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

2.8.12 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Amplifikation spezifischer DNA Bereiche erfolgte mittels PCR (Saiki et al. 1985). Die
Reaktion erfolgte unter Verwendung der rekombinanten, thermostabilen DNA-abhingigen
DNA Polymerase AmpliTaq (Applied Biosystems).

Eine Standard PCR enthielt 1 x PCR Puffer (10 mM Tris-HCI [pH 8,5], 50 mM KClI, 1,5
mM MgCl,, 0,01% Gelatine), je 1 uM Primer, 100 ng DNA und 2,5 U Taqg-Polymerase in
einem 50 pl Ansatz.

Die verwendeten PCR Programme unterschieden sich hinsichtlich der Temperatur, der
Primerbindung (Annealing) und der Dauer der Elongation, die jeweils Amplifikat- und
Primer-spezifisch waren. Die Zyklen Denaturierung, Annealing und Elongation wurden, je
nach PCR, zwischen 25 und 30 mal wiederholt. Es folgte eine finale Elongation von 4-10
min.

Fiir die PCRs wurden die Thermocycler Multicycler PTC 200 (Biozym), Mastercycler
Gradient (Eppendorf), Genius (Techne) und der Trio-Block (Biometra) eingesetzt.

2.8.12.1 Typisierung der DQAI und DQB1 Allele

Die DQA1 und DQBI1 Allele der Patienten und ihrer Eltern wurden mit Hilfe

sequenzspezifischer Primer basierend auf der WHO HLA Nomenklatur bestimmt (Marsh

1998; Olerup et al. 1993). Allele, die in Patienten nachgewiesen wurden, wurden mit t
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bezeichnet, wihrend die elterlichen Allele, die nicht im Patienten nachgewiesen wurden,
mit nt bezeichnet wurden. Es wurde keine Rekombination beobachtet und alle Familien

folgten dem Segregationsmuster der Mendelschen Vererbung.

2.8.12.2 DQ-LTR3 und DQ-LTRI13 Genotypisierung

Der genomische Nachweis fiir DQ-LTR3 wurde fiir alle untersuchten Individuen bereits im
Vorfeld dieser Arbeit abgeschlossen (Donner et al. 1999). Die An- bzw. Abwesenheit von
DQ-LTR13 wurde mit Hilfe eines nested PCR-Ansatzes bestimmt. Die dafiir verwendeten
Oligonukleotide basieren auf einer Sequenz, die unter der Nummer #Z80898 in der
GenBank abgelegt ist. Sie sind in der Liste der verwendeten Nukleotide (sieche 2.8.14)
unter den Bezeichnungen LTR13ex forward, LTR13ex revers, LTR13int forward und
LTR13int revers aufgefiihrt.

Alle folgenden PCRs wurden in einem Multicycler PTC 200 (Biozym) durchgefiihrt. Fiir
die Amplifizierung wurde die Taq Polymerase (Promega) verwendet. Die PCR Fragmente
wurden auf einem 2%igen, mit SYBR Green® (Pharmacia Biotech) gefarbten Gel
aufgetrennt und photographisch dokumentiert.

Die initiale externe PCR mit den Primern LTR13ex forward und LTR13ex revers ergab
ein 1057 bp groBes Fragment in Anwesenheit der LTR und ein 51 bp groB3es Fragment bei
deren Abwesenheit. Fiir diese Reaktion wurden 200 ng genomische DNA, 8§ mmol/l
dNTPs, 15 pmol von jedem Primer, 10 mmol/l Tris-HCI, 50 mmol/l KCIl, 1,5 mmol/IMgCl,
und 1 U (Unit) Taq Polymerase eingesetzt. Das PCR-Programm bestand aus 30 Zyklen, ein
Zyklus bestehend aus 94°C fiir 50 s, 57°C fiir 50 s und 72°C fiir 55 s, nach einer initialen
Denaturierung bei 94°C und einer finalen Extension von 4 min. Fiir die folgende interne
PCR wurde das Produkt der externen PCR im Verhiltnis 1:100 verdiinnt und von der
Verdiinnung 2 pl eingesetzt. Die Amplifizierung mit den Primern LTR13int forward und
LTR13int_revers, die so gewihlt wurden, daB sie den Bereich im Ubergang der nicht-
codierenden HLA-Region zur DQ-LTRI3 iiberspannen, ergibt im positiven Fall ein
Fragment der Grofle 1035 bp. Die PCR-Bedingungen entsprachen denen der externen
PCR. Um die im nested Ansatz erhaltenen Ergebnisse zu verifizieren, wurde eine weitere
PCR-Reaktion durchgefiihrt. Die Kontroll-PCR mit den Primern LTR13S forward und
LTR13S revers ergab ein Fragment der Gro3e 1530 bp bei Anwesenheit der LTR und ein
Fragment der GroBe 530 bp bei deren Abwesenheit. Das PCR-Programm bestand ebenfalls
aus 30 Zyklen, ein Zyklus bestehend aus 94°C fiir I min, 60°C fiir 1 min und 72°C fiir 1
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min 40 s nach einer initialen Denaturierung von 4 min und einer ebenso langen finalen

Extension.
2.8.13 DNA Sequenzierung

Sequenzierungen wurden dankenswerterweise von Herrn Martin Selbert, Paul-Ehrlich-
Institut, unter Verwendung der automatischen DNA-Sequenzier Modelle 373 bzw. 377
(Applied Biosystems) durchgefiihrt. Die computergestiitzte Auswertung der Sequenzen
erfolgte mit den Programmen Sequence-Navigator und —Editor (ABI), DNAsis (Hitachi)
und MacVector™6.5 (Oxford Molecular). Datenbankabgleiche wurden via Internet mit

dem Programm BLASTN (NCBI, Washington) vorgenommen.

2.8.14 Verwendete Oligonukleotide

Die Bezugssequenzen aus der Genbank (NCBI, Washington), auf deren Basis die
Oligonukleotide ausgewihlt wurden, sind durch unterschiedliche Indizes gekennzeichnet

und am Ende der Tabelle ndher bezeichnet. Die Orientierung der Primer ist in 5°-3°

Richtung angegeben.

Tab. 2.2 Ubersicht iiber die zur PCR-Amplifikation verwendeten Oligonukleotide

Name Sequenz Position
5-HERV-K LTR = CAGTGAGGTACCTGTGGGGAAAAGCAAGAGAG nt 427-446%*
3-HERV-K LTR = CAGTGAAGATCTTGTAGGGGTGGGTTGCCCCT nt 1394-1375%
5'-LTR13 CAGTGAGGTACCAGTCTGTAGGTGCCAGCCCTA nt 19173-19193**

3'-LTR13

CAGTGAAGATCTCTGGTGTGGGCAGCAAGCCAC

nt 20180-20160**

5'-LTR13anti

CAGTGAAGATCTAGTCTGTAGGTGCCAGCCCTA

nt 19173-19193**

3'-LTR13anti

CAGTGAGGTACCCTGGTGTGGGCAGCAAGCCAC

nt 20180-20160**

5'-LTR3anti CAGTGAAGATCTTGTGGGGAAAAGCAAGAGAG nt 1-20%**
3'-LTR3anti CAGTGAGGTACCTGTAGGGGTGGGTTGCCCCT nt 967-948%**
LTR13a for GTCAGAAGTAATGTTTGCCAG nt 19154-19174**
LTR13b _rev CATCGCCAGCATCAAGGTC nt 21532-21514%**
LTR13c for CAGTGAGGTACCAGTCTGTAGGTGCCAGCCCTA nt 19173-19193**
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LTR13d for

CAGTGAGGTACCCACCAGGCATTGTTCTAATTGC

nt 20175-20196**

LTR13e for

CAGTGAGGTACCCTTTGGCTTCTTAAAATCCCTTAG

nt 21138-21161**

LTR13f rev

CAGTGAAAGCTTCGCAAAGCCTTCTTCCAAGAC

nt 21483-21463**

LTR13forBam

CAGTGAGGATCCAGTCTGTAGGTGCCAGCCCTA

nt 19173-19193**

LTR13revBam

CAGTGAGGATCCCTGGTGTGGGCAGCAAGCCAC

nt 20180-20160**

1309forXho

CAGTGACTCGAGCACCAGGCATTGTTCTAATTGC

nt 20175-20196**

1309revHind

CAGTGAAAGCTTCGCAAAGCCTTCTTCCAAGAC

nt 21483-21463**

LTR13forXho

CAGTGACTCGAGAGTCTGTAGGTGCCAGCCCTA

nt 19173-19193**

LTR13revKpn

CAGTGAGGTACCCTGGTGTGGGCAGCAAGCCAC

nt 20180-20160**

LTR13for Kpn

CAGTGAGGTACCAGTCTGTAGGTGCCAGCCCTA

nt 19173-19193**

LTR13rev_Xho

CAGTGACTCGAGCTGGTGTGGGCAGCAAGCCAC

nt 20180-20160**

Exonl_forward CTTGGAAGAAGGCTTTGCG nt 21465-21483**
Exon2_ forward CGTGTTCCAGTTTAAGGGC nt 23031-2049**

Exon4 reversA CACTCAGCATCTTGCTCTG nt 26659-26641**
Exon4 reversB TCTGACTCCTGTGATGGATA nt 26728-26709**

DQ-LTR3Xho_for

CAGTGACTCGAGTAGCTCTGTTCTGTGGCTC

nt 4941-4959**

DQ-LTR3Kpn_rev

CAGTGAGGTACCCTCCTGATCAGGAGTACAG

nt 6200-6182**

DQ-LTR3Kpn_for

CAGTGAGGTACCTAGCTCTGTTCTGTGGCTC

nt 4941-4959**

DQ-LTR3Xho rev

CAGTGACTCGAGCTCCTGATCAGGAGTACAG

nt 6200-6182%*

2311Xho_for

CAGTGACTCGAGAGTCTGTAGGTGCCAGCCCTA

nt 19173-19193**

LTR13ex forward

GGTCAGAAGTAATGTTTGCC

nt 19153-19172%**

LTR13ex revers

TAATGGTTATAAAGCAATTAGAAC

nt 20209-20186**

LTR13int_forward

AGTAATGTTTGCCAGTCTGTAG

nt 19159-19181**

LTR13int_revers

AATTAGAACAATGCCTGGTGTG

nt 20194-20175%*

LTR13S forward

CCAGTCTCAGGTGCTCTAGAA

nt 18908-18928**

LTR13S revers

TGAAGCATTTCCTAGGTCCTGA

nt 20437-20416**

LTR3ex_forward

AATGCTGATTAGAAGTAGCTCTG

nt 4926-4948**

LTR3ex revers

ACAAGGACATCTCCTGATCAG

nt 6210-6190**
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LTR3int forward GGTGGAGCAACAGCCCACCCGGAAGT nt 5077-5102%%*

LTR3int_revers CCCCTTGTGACTTCTGTGGGGAAAAGC nt 6084-6058**

*GenBank #Y17832; ** GenBank #Z80898; *** GenBank #M33841; ' die Positionsangaben
beziechen sich auf eine Sequenz, die unter der folgenden Adresse abgelegt ist:
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/imgt/mhc/hla/DQB1_nuc.msf. Die unterstrichenen
Sequenzabschnitte markieren die innerhalb der Oligonukleotide rekombinant eingefiigten
Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme, die spéter zur Restriktion der Fragmente aus den, bzw. zur
Klonierung der Fragmente in die entsprechenden Vektoren verwendet wurden. In unmittelbarer
Nachbarschaft befinden sich in 5'-Orientierung sog. "Stuffer"-Sequenzen, die die Restriktion der
Fragmente erleichtern.

2.8.15 Sequenzanalysen

Die Sequenzen beider solitirer LTRs wurden mit Hilfe des Programms Matlnspector
(Quandt et al. 1995) auf die Anwesenheit von Glucocorticoid- (GRE) und Ostrogen-
responsiven Elementen (ERE) hin untersucht, um auf dieser Basis eine mdgliche
geschlechtsspezifisch induzierbare Funktion der LTRs zu analysieren. Hormon-responsive
Elemente (HREs) sind typischerweise aus zwei palindromisch angeordneten Hélften mit
einer Kernsequenz aufgebaut. Das Programm Matlnspector unterscheidet zwischen der
Kernsequenz und der nicht-Kernsequenz. Wéhrend ein Nukleotidaustausch in der Kern-
Sequenz sehr bedeutsam fiir die Funktionalitidt des HRE sein kann, fiihrt ein Austausch in
der die Kernsequenz umgebenden Region (Matrix) nicht zwangsldufig zu einer
funktionellen Verdnderung. Zur Charakterisierung der LTRs im Hinblick auf mdgliche
HRESs wurde eine Kernsequenz-Homologie von 75% und eine Matrix-Homologie von 85%
als Standard eingesetzt.

Die Sequenzvergleiche zwischen der proviralen LTR aus HERV-K(C7) (GenBank
#Y17832) und den beiden solitiren LTRs DQ-LTR3 und DQ-LTRI3 wurden mit dem
Programm DNASIS (Hitachi) durchgefiihrt. Ziel dieses Vergleichs war die Dokumentation

von Unterschieden innerhalb mdglicher funktioneller regulatorischer Sequenzabschnitte.

2.8.16 Sondenherstellung

Zur Detektion radioaktiv markierter mRNA-Transkripte des DOBI Gens unterschiedlicher
Haplotypen wurden unmarkierte einzelstringige DNA-Sonden eingesetzt. Dazu wurden

Bereiche aus Exon 3 des entsprechenden Gens via PCR mittels sequenzspezifischer Primer
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amplifiziert (siehe Tab. 2.2) und anschlieBend in den Vektor pGEM-T-Easy (Promega)
kloniert. Als Positivkontrollen wurden das Plasmid p91BE1.2 (500 bp Fragment aus dem
Enten Histon H4-Gen in pSP64) (Tonjes et al. 1989) und das Plasmid p-tMet (Tonjes et al.
1992) verwendt. Als Negativkontrolle diente der Vektor pGEM-T-Easy ohne inseriertes
Fragment. Alle so hergestellten Sonden wurden vor ihrer Verwendung im Northern Blot
(sieche 2.8.19) getestet. Wihrend ihr Einsatz im Nuclear Run-On Assay in unmarkierter
Form erfolgte, wurden sie fiir die Verwendung bei der Hybridisierung des Northern Blots

radioaktiv markiert (siche 2.8.16).
2.8.17 Sondenmarkierung

Die radioaktive Markierung der als Sonden einzusetzenden DNA Fragmente erfolgte mit
dem Megaprime DNA Labelling Kit (Amersham). 5-50 ng DNA wurden in Gegenwart von
5 ul eines randomisierten Hexanukleotidgemisches sowie 10 pl eines 5x Puffers
denaturiert (5 min, 100°C) und auf Eis abgekiihlt. Nach Zugabe von 2 U Klenow-Fragment
und 5 pl o-*P-dCTP (50 pCi = 1,85 mBq) wurde der Ansatz fiir 30 min bei 37°C
inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pl EDTA gestoppt. Nicht
inkorporierte Radionukleotide wurden im Anschlul iiber Sephadex G50 Siulen
(Pharmacia) fraktioniert. Die spezifische Aktivitidt der einzelnen Fraktionen wurde im

Szintillationszédhler (Cerenkov-Messung; Einheit: counts per min (cpm)) bestimmt.

2.8.18 Nuclear Run-On Transkription

Bei der Nuclear Run-On Transkription werden nur RNA-Molekiile elongiert und
radioaktiv markiert, deren Transkription im Zellkern zum Zeitpunkt des Zellaufschlusses
bereits initiiert war. Die verwendete Methode wurde in Anlehnung an Tonjes et al. (1992)
modifiziert. 5x10°-5x10" Zellkerne (Isolation siche 2.8.2.2) wurden dazu mit 30 pl 5x Run-
On-Puffer (25 mM Tris-HCI [pH 8,0], 12,5 mM MgCl,, 750 mM KCl, jeweils 1,25 mM
ATP, GTP und CTP (alle Boehringer Mannheim), 100 pCi a-*P-UTP (Amersham)) und
0,06% Sarkosyl (N-Lauroylsarkosin; Serva) versetzt und fiir 30 min bei 30°C inkubiert.
AnschlieBend wurden 5 pl DNasel (30 U/ul, Roche) zugegeben und die Inkubation fiir 15
min fortgesetzt. Die Isolierung der RNA erfolgte mittels einer Trizol-Chloroform-
Extraktion (Chomczynski und Sacchi 1987) gefolgt von einer Isopropanol-Fallung. Die
Inkorporation von p wurde vor Einsatz der RNA fiir die Hybridisierung mittels

Cerenkov-Messung (siche 2.8.17) kontrolliert.
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2.8.19 Kapillarblotting nach Northern

Parallel zur Bestimmung der Menge an gebildeter RNA mittels Nuclear Run-On wurde zur
Bestimmung des "steady-state-levels" der RNA-Konzentration im Cytoplasma ein
Northern Blot (Alwine et al. 1977) herangezogen. Hierfiir wurden 20 pg RNA mit 8 pl
DMSO-Mix (1750 pl DMSO (Sigma), 70 ul 0,5 M NaPO4 [pH 7,0], 35 ul 20% SDS, 150
ul H>O) und 1,25 pl Glyoxal (Serva, 40%ig in H,O, deionisiert) fiir 1 h bei 50°C
glyoxiliert und anschliefend auf Eis gestellt.

In der nachfolgenden Gelelektrophorese wurden die Proben mit 4 ul 5x Sample Buffer (10
mM NaPO, [pH 6,8], 10% Ficoll, 0,4% Bromphenolblau) versetzt und auf einem 1,0-
1,5%igen Agarosegel aufgetrennt. Der Transfer der RNA Banden aus dem Gel erfolgte
tiber Nacht in 20x SSC mittels eines Kapillarstroms auf eine amphoterische
Nylonmembran (Porablot NY amp; Macherey-Nagel). Der Blot wurde gemall Sambrook et
al. (Sambrook et al. 1989) aufgebaut. Im Anschlufl an den Transfer wurde die Membran
gewaschen (6x SSC, 5 min). Durch UV-Bestrahlung (UV Stratalinker 1800, Stratagene)
wurde die RNA dann kovalent an die Membran gebunden und zur endgiiltigen Fixierung

fiir 1-2 h bei 80°C gebacken. Die Membran wurde direkt fiir Hybridisierungen eingesetzt.

2.8.20 Hybridisierung

Die Identifizierung und Quantifizierung der spezifischen RNA im Gesamt-RNA-Isolat
erfolgte im Anschlufl an die Nuclear Run-On Transkription (siehe 2.8.18) mit Hilfe eines
reversen Dot-Blot-Verfahrens. Dazu wurde eine zur gesuchten RNA komplementire DNA-
Sonde mit Hilfe einer Dot-Blot-Apparatur (Minifold II; Schleicher&Schuell) auf einen
Membranfilter aus Cellulosenitrat (Schleicher&Schuell) aufgetragen, durch Backen fiir 2h
bei 80°C unter Vakuum immobilisiert und anschlieBend mit der aus der Nuclear Run-On
Transkription isolierten, radioaktiv markierten RNA hybridisiert (Tonjes et al. 1992). Um
eine korrekte Mengenbestimmung der elongierten Transkripte zu gewéhrleisten, mufite die
Hybrdisierung quantitativ ablaufen, und daher die Sonden-DNA (etwa 6 pg Plasmid) in
hohem molaren Uberschul3 eingesetzt werden.

Nach Prihybridisierung der Membran (2 h, 65°C, 2x Denhardt, 10% Polyethylenglykol
(PEG), 1,4 M NaCl, 325 pg/ml Hefe tRNA, 100 pg/ml Heringssperma-DNA) und einem
Prainkubationsschritt (10 min, S00U RNAsin (Promega) 40 mM Dithiothreitol) wurde die
radioaktiv markierte RNA zugegeben (etwa 3x10° counts/min) und fiir 16-42 hybridisiert.
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Nach dieser Reaktion erfolgten mehrere Waschschritte, um die iiberschiissige RNA zu
entfernen (2x SSC/0,1%SDS, 30 min, 65°C; 1x SSC/0,1% SDS, 30 min, 65°C; 0,5x
SSC/0,1%SDS, 30 min, 65°C; 0,5x SSC/0,1%SDS, 10 pg/ml RNaseA, 15 min, 37°C; 0,5x
SSC/0,1%SDS, 15 min, RT).

Die Identifizierung und Quantifizierung der RNA im Rahmen des Northern Blots (siche
2.8.19) erfolgte in einem abweichenden Verfahren. Vor der eigentlichen Reaktion der
immobilisierten RNA mit den radioaktiv markierten Sonden (sieche 2.8.17) wurden die
Membranen prahybridisiert (6x SSC, 2x Denhardt's Reagenz [50x enthdlt 5 g Ficoll, 5 g
Polyvinylpyrrolidon, 5 g BSA, H,O ad 500 ml; Gebrauchslosung wird 1:10 in 6x SSC
verdiinnt], 0,1% SDS, 1-2 h, 68°C). AnschlieBend wurden die radioaktiv markierten
Sonden zugegeben und die Inkubation fiir 16-24 h fortgesetzt. Es folgten mehrere
Waschschritte (1x SSC, 0,1% SDS, 20 min, RT und 0,2x SSC, 0,1% SDS, 3 x 20 min,
68°C).

Zum AbschluB beider Hybridisierungsverfahren wurden die Membranen in Folie
eingeschweifit und die Hybridisierungssignale durch Autoradiographie fiir 24-72 h bei
—80°C detektiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Familienanalyse und statistische Bewertung der Assoziation von
DQ-LTRI3 mit dem Risiko einer Erkrankung an Typ 1 Diabetes

mellitus

3.1.1 Kombinierte Transmission von DQ-LTRI3 mit ausgewihlten

DQ-Haplotypen

Zur Betrachtung der Segregation von DQ-LTRI3 mit unterschiedlichen DQ Haplotypen
wurden alle Proben fiir die Merkmale DQAI, DOBI und DQ-LTRI3 genotypisiert. Die
Ergebnisse einer Typisierung fir DQ-LTRI3 sind in Abb. 3.1 dargestellt. Die
unterschiedlichen FragmentgroB3en sind auf die Verwendung unterschiedlicher PCR-Primer

zuriickzufiihren (siehe 2.8.12.2).

externe PCR interne PCR Kontroll-PCR
1530 bp
1057 bp
1035 bp
530 bp

Abb. 3.1 Typisierungsergebnisse fiir DQ-LTR13. Dargestellt sind die FragmentgroBen nach
externer, interner und Kontroll-PCR. Die externe PCR ergab im positiven Fall ein Fragment von
1057 bp, im negativen ein Fragment von 51 bp (hier nicht gezeigt und in den meisten Fillen auch
nicht zu sehen). Die interne PCR, fiir die das Produkt der externen PCR in einer Verdiinnung von
1:100 eingesetzt wurde, zeigte ein Fragment der GroBe 1035 bp fiir den DQ-LTR13-positiven Fall,
kein Fragment fiir den -negativen Fall. Die zusitzlich durchgefiihrte Kontroll-PCR unterschied
zwischen den Fragmentgrofien 1530 bp (positiv) und 530 bp (negativ). Die Fragmente wurden in
einem 2%igen, mit SYBR Green® gefarbten Agarosegel aufgetrennt. Der verwendete
Langenstandard ist die Smart Ladder (Eurogentec).

Fiir die statistische Bewertung der signifikanten Vererbung von DQ-LTRI3 zusammen mit
den IDDM Risikohaplotypen DQS8 (DQA1*03 DQB1*0302) und DQ2 (DQA1*0501
DQB1*0201) wurden insgesamt 284 Familien analysiert, die jeweils ein an Typ 1 Diabetes
mellitus erkranktes Kind enthielten. Diese Zahl setzt sich zusammen aus 203 deutschen
und 81 belgischen Familien. Fiir die Analyse wurden alle nicht-DQ2 und nicht-DQ8

Haplotypen in einer Gruppe zusammengefasst. Fiir jeden Haplotyp wurde dariiber hinaus
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zwischen DQ-LTRI3-positiv und -negativ unterschieden, so dal insgesamt sechs
Haplotypen untersucht wurden. Durch einen ETDT wurde gezeigt, da3 im Hinblick auf die
untersuchten Haplotypen kein signifikanter Unterschied zwischen dem deutschen und dem
belgischen Kollektiv bestand (x* = 6,0468; df = 5, p = 0,3017). Beide Populationen
konnten deshalb, wie in Tab. 3.1 gezeigt, sowohl getrennt voneinander als auch als
gemeinsames Kollektiv betrachtet werden.

Die Analyse der Familien, die sowohl fir DQO-LTRI3 als auch fiir DQ-LTR3 typisiert
worden waren, ergab fiir die beiden LTRs ein Kopplungsungleichgewicht von 0,1329 bei
einer Standardabweichung von +/-0,0125.

Tab. 3.1 =zeigt die Ergebnisse zur Untersuchung der kombinierten Transmission
ausgewahlter DOA1/DQOBI Haplotypen zusammen mit DQ-LTR13. Das Ergebnis des o.a.
ETDT bestitigte sich bei dieser Untersuchung. Aufgrund der sehr viel kleineren Fallzahl
war die Signifikanz der Ergebnisse zwar im belgischen, verglichen mit dem deutschen
Kollektiv, weniger stark ausgeprégt, die Tendenz war jedoch eindeutig zu erkennen und so
wurden fiir die statistische Auswertung beide Populationen als ein gemeinsames Kollektiv
betrachtet. Die kombinierten Haplotypen DOS/LTRI3" (p™' = 1,67 x 10'* und
DQO2/LTRI3 (p'™°" = 1,03 x 107) wurden signifikant hiufiger an die erkrankten
Nachkommen weitergegeben als bei einer zufdlligen Vererbung zu erwarten wire (siche
Tab 3.1). Im Gegensatz dazu wurde fiir die Kombinationen DQS/LTR13 und DQ2/LTR13"
keine bevorzugte Transmission nachgewiesen.

Zusitzlich wurde mit Hilfe eines y*-Tests innerhalb der beiden Subgruppen DOS und DO?2
zwischen An- bzw. Abwesenheit von DQ-LTRI3 unterschieden (Tab. 3.1). Dabei zeigte
sich ein signifikanter Unterschied beim Vergleich der Transmission von DQS/LTRI3" mit
DQS/LTR13  Haplotypen. Von insgesamt 167 untersuchten DQOS8/LTRI13" Haplotypen
wurden 139 transmittiert, wihrend von 37 DQS8/LTRI3" Haplotypen nur 20 an das
erkrankte Kind weitergegeben wurden. Die Signifikanz dieses Ergebnisses spiegelte sich in
einem p-Wert von p** = 2,58 x 10 wieder. Ein dhnlicher Unterschied, wenn auch weniger
signifikant, wurde bei der bevorzugten Transmission von DQ2 in Abwesenheit von DQ-
LTR13 im Vergleich zur Transmission in Anwesenheit von DQ-LTR13 beobachtet (p** =
0,01) (Tab. 3.1). Alle anderen Haplotypen (nicht-DQ2/nicht-DQS) wurden zwar signifikant
haufiger nicht transmittiert (52 Haplotypen von insgesamt 73 bzw. 238 Haplotypen von
insgesamt 306) (Tab. 3.1), insgesamt bestand jedoch in der Transmissionshiufigkeit beider

Gruppen in Abhéngigkeit von DQ-LTRI3 kein signifikanter Unterschied (p** = 0,30).
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Tab. 3.1 Kombinierte Transmission von DQ-LTRI3 mit ausgewihlten DQAI/DQOBI1 Haplotypen in Familien mit einem an Typ 1 Diabetes mellitus

erkrankten Kind. (t = transmittierte Haplotypen; nt = nicht transmittierte Haplotypen; DO2 = DQA1*0501 DQB1*0201; DO8 = DQA1*03 DQB1*0302)

deutsches Kollektiv belgisches Kollektiv gesamtes Kollektiv
LTR13 DQB1 DQA1 |t nt p-Wert p-Wert t nt p-Wert p-Wert |t nt p-Wert p-Wert
n=289 |n=289 |TDT e n=110 |n=110 |TDT e n=399 |n=399 | TDT e
[ Lrris Hoos2 H o3 || 99| 16| 127x10™ 40| 12 0.01 139 28| 1.67x10™
7.9x10°° 0.68 2.58x10™
| H o2 H o3 | 14 14 1.00 6 3 0.96 20 17 1.00
[ tris H oo [ oso1 | 3 7 0.90 1 1 1.00 4 8 0.93
0.01 0.38 0.01
| H oot H oso1 || 106] 46| 2.50x10" 41| 10| 2.06x10° 147| 56| 1.03x107
| L1ri3 | nichtDO2 /nicht DOS | 17| 37 0.19 4l 15 0.27 21| 52 0.02
0.25 1.00 0.30
| H nichtpoznichenos | | 50|  169| 1.32x10™ 18| 69| 1.55x10° 68| 238 7.82x10"
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3.1.2 Kombinierte Transmission von DQ-LTR13 mit DRB1*0401 und DQ8

Eine mogliche Abhidngigkeit der bisher gewonnenen Ergebnisse vom DRBI-Haplotyp
wurde in einer zusdtzlichen Untersuchung gepriift. Dazu wurden 216 der untersuchten
Probanden fiir das Merkmal DRB1*0401 genotypisiert. Das Ergebnis dieser Typisierung
ist in Tab. 3.2 dargestellt. Fiir den Haplotypen DRB1*0401-DQS8/LTRI13" wurde eine
signifikant erhohte Transmission beobachtet (83 von insgesamt 98) im Vergleich zu
DRBI1*0401-DQS/LTR13" (6 von insgesamt 11). Der Vergleich der Transmission der
beiden Haplotypen ergab damit einen signifikanten p-Wert von p** = 0,02 (siche Tab. 3.2).
Trotz der geringen Fallzahlen wurde fiir alle nicht-DRB1*0401-DQ8-Haplotypen eine
dhnliche Tendenz beobachtet (Daten nicht gezeigt).

Tab. 3.2 Kombinierte Transmission von DQ-LTRI3 mit DRB1*0401 und D@8 nach
Subtypisierung von 216 Kind-Eltern-Trios fiir das Merkmal DRB1%0401
Positivitit/Negativitit (t = transmittierte Haplotypen; nt= nicht transmittierte Haplotypen)

LTR13 DQBI1 DQA1 DRBI t nt p-Wert
XZ
| LTRI13 |—| 0302 |—| 03 |—| 0401 | 83 13
0.02
| |—| 0302 |—| 03 |—| 0401 | 6 5

3.1.3 Kalkulation des PPV, NPV und RR

Das durch die Anwesenheit von DQ-LTR13 vermittelte Risiko einer IDDM-Erkrankung
wird unter anderem durch statistische Groflen wie "positive predictive value" (PPV),
"negative predictive value" (NPV) und das relative Risiko (RR) beschrieben, deren

Kalkulation in den Abschnitten 2.2.5 bis 2.2.7 beschrieben und in Tab. 3.3 gezeigt ist.
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Tab. 3.3 Kalkulation des "positive predictive value" (PPV), "negative predictive value" (NPV) und relativen Risikos (RR) mit Angabe des 95%
Konfidenzintervalls (CI) fiir die Transmission ausgewihlter HLA DQ und DQ-LTR13 Haplotypen. (t = transmittierte Haplotypen; nt = nicht transmittierte
Haplotypen; DQO2 = DQA1*0501 DQB1*0201; DO8 = DQA1*03 DQB1*0302)

t nt homozygote Relatives Risiko
LTR13 DQBI DQAI

n=399 n=399  |Eltern PPV NPV RR 95% CI (RR)
lueis H e H o | 139 28 13 0.79 0.44 1.81 1.59-2.06
| H o2 H o | 20 17 1 0.54 0.62 0.87 0.66-1.13
| trris H o1 H osor | 4 8 0 0.33 0.50 0.66 0.33-1.33
| H oo H oso1 | 147 56 24 0.68 0.44 154 1.35-1.75
| Ltri3 || nicht DO/ nichi DOS | 21 52 0 0.29 0.52 0.56 0.41-0.76
| H nicht DO2/ nicht DO8 | 68 238 87 0.32 0.65 0.50 0.44-0.57
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Durch die Berechnungen konnte ein erhdhtes PPV fiir die Haplotypen DOS/LTR13" (PPV
=0,79) und DQ2/LTRI13 (PPV = 0,68) gezeigt werden. Das relative Risiko einer IDDM
Erkrankung, das durch diese beiden Haplotypen vermittelt wird, konnte fiir DOS/LTRI13"
mit 1,81 (95%-CI = 1,59-2,06) und fir DQ2/LTRI3 mit 1,54 (95%-CI = 1,35-1,75)
kalkuliert werden. Die Suszeptibilitit fiir eine Erkrankung an Typ 1 Diabetes mellitus wird
demnach durch die An- bzw. Abwesenheit von DQ-LTRI3, zusétzlich zu der durch die
Risikohaplotypen DQS8 und DQ?2 vermittelten Priadisposition, erhdht.

3.14 Maternale und paternale Transmission von DQ-LTRI3 zu minnlichen

und weiblichen Nachkommen der Risikohaplotypen DQ2 und DQ8

Eine mogliche geschlechtsspezifische Vererbung von DQ-LTRI3 wurde fiir die
ausgewdhlten Haplotypen DQO8 und DQ2 untersucht, indem die Transmission von DQ-
LTR13, ausgehend von beiden Elternteilen, zwischen Mutter und Vater verglichen wurde.
Dabei wurde zusitzlich differenziert, ob sich die Transmission zu méannlichen von der zu
weiblichen Nachkommen unterscheidet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3.4 dargestellt. Der
dazu verwendete TDT bestitigte zwar die bevorzugte Transmission von DQS/LTR13" und
DQ2/LTR13 Haplotypen (siche p'>'-Werte in Tab. 3.4), es konnte jedoch fir DO2,
unabhingig von der An- bzw. Abwesenheit von DQ-LTRI3, kein signifikanter Unterschied
zwischen maternaler und paternaler Vererbung, weder zu ménnlichen noch zu weiblichen
Nachkommen, nachgewiesen werden (siche p**-Werte in Tab. 3.4). Allerdings wurde der
DQS/LTRI3™ Haplotyp signifikant hiufiger von der Mutter (p** = 0,01) und an die

weiblichen Nachkommen (p** = 0,04) weitergegeben.
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Tab. 3.4 Maternale und paternale Transmission von DQ-LTRI3 zu minnlichen und
weiblichen Nachkommen mit Typ 1 Diabetes mellitus. Ausgewidhlt wurden fiir diese Analyse
nur die Familien, in denen die Risiko-Haplotypen DQ8 und DQ2 vertreten waren. (t =
transmittierte Haplotypen; nt = nicht transmittierte Haplotypen; DQO2 = DQA1*0501 DQB1*0201;

DQ8 =DQA1*03 DQB1*0302)

LTR13+ LTR13-
DQS8
t nt p-Wert p-Wert nt p-Wert p-Wert
TDT 22 TDT x>
minnlich 65 16| 5.20x10° 4 10 0.11
weiblich 74 12| 2.30x10™" 0.43 16 7 0.06 0.04
maternal 81 11| 2.92x10" 14 4 0.02
paternal 58 17| 2.20x10° 0.10 6 13 0.11 0.01
DQ2 t nt p-Wert p-Wert nt p-Wert p-Wert
TDT 22 TDT 2
miinnlich 2 0 0.16 78 29| 2.17x10°
weiblich 2 8 0.06 0.09 69 27| 1.81x10° 1.00
maternal 3 4 0.71 73 24| 6.52x10”
paternal 1 4 0.18 0.58 74 32| 4.52x10° 0.48
3.2 Strukturelle und funktionelle Charakterisierung der solitiren LTRs
DQ-LTR3 und DQ-LTRI13
3.2.1 Sequenzanalyse der beiden solitiren LTRs im Vergleich zur proviralen

LTR aus HERV-K(C7)

Zur Untersuchung der Sequenzvariabilitdt der beiden solitiren LTRs DQ-LTR3 und DQ-
LTRI3 untereinander und im Vergleich zu einer proviralen LTR aus HERV-K(C7), von
der bekannt ist, da3 sie in der humanen Teratokarzinomzellinie GH aktiv ist (Lower et al.
1995; Tonjes et al. 1997; Tonjes et al. 1999), wurde ein Sequenzabgleich mit Hilfe des
Programms DNAsis (Hitachi) durchgefiihrt, der in Abb. 3.1 gezeigt ist.
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1/2 GRE* 85
C7-LTR TGT GGGGAAAAGCAAGAGAGA- - - TCAGATTGT TACTGT GTCTGT GTAGAAAGAAGTAGACATACE: - - - - AGACTCCATTTIGT

DQ LTR3 TGTGGGGAAAAGCAAGAGAGA- - - TCAGATTGI TACTGTI GTCTGT GTAGAAAGAAGTAGACATAG: - - - - - AGACTCCATTTIGI

DQ LTR13 TGTAGGGGCCAGCCCTACAGGGTCTGIGGGTCTTTCTCCCTGT GTGCGGAGACGAGGGAT CGTAGAAATAAAGACACAAGACAAA
poly A site

86 Enhancer 170
TATGTACTAAGAAAAATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGT TAATCTATGACCT - - - - - - TACCCCCAACCCCGTGCTCTCTGAAACA
TATGTACTAAGAGAAATTCTTCTGCCTTGAGATTCTGT TAATCTATAACCT- - - - - - TACCCCCAACCCCGTGCTCTCTGAAACA
GAGATAGAAGAAAAGACAGCT GGGCCCGGEGEGACCACTACCACCAAGAGGCGGAGACT GTTAGT GGCCCCGAAT GCCAGGCTGCG
171 GRE* * 255

- TGTGCTGI GTCCACT CACGGT TAAATGGATTAAG- - GGCGGT GCAGGATGT GCTTTGT TAAACAGAT GCTTGAAGGCAGCATGC
- TGTGCTGTGTCAACTCACAGT TGAATGGATTAAG- - GGCGGT GCAAGATGTGCTTTGT TAAACAGAT GCT TGAAGGCAGCATGC

CTATTATATATTGGATACAAGACAAGGGEGECAGGGT AAGGAGT GT GAGCCAT CTCCAAT GATAGGT AAGGT CACGT GGGTCATGT
ERE revers** 349
256

TCCTTAAGAGT CATCACCACT CCCTAATCTCAAGT ACCCAGGGACACAAAAACT GCGGAAGGC- - - CGCAGGGACT TCTGCCTAG
TCCTTAAGAGT CATCACCACT CCCTAATCTCAAGT ACCCAGGGACACAAAAACT GCGGAAGGC- - - CGCAGGGACCTCTGCCTAG

GTCCACT GGACAGGEGEGEECCCTTCCCT GT CT- AGCAGCCGAGGECGGAGAGAGAGAGGAGACAGCTTACGT TCTTATTTCTGCATTT

341 425
GAAAGCCAGGTATTGI CCAACGT TTCTCCCCATGT GATACCCT GAAA- TATGGCCT CGT GGGAAGGGAAAGACCT GACCGT CCCC

GAAAGCCAGGTATTGT CCAAGGT TTCTCCCCATGT GAGAGT CTGAAA- TATGGCCT CGT GGGAAGGGAAAGACCTGACCATCCCC
CAGAGACTTTTAGTACTTTCACTAATTCTGCTACTGCTAT CTAGAAGGCAGAGCCAGGT GTACAGGGT GGAACATGAAAGCGGAC

426 510
CAGCCCGACACCCGT AAAGGGT CTGT GCTGAGGAGGAT TAGT AAAAGAGGAAGGAAT GCCT CT TECAGT TGAGACAAGAGGAAGG
CAGCCCGACACCCGT AAAGGGT CTGT GCTGAGGAGGAT TAGT AAAAGAGGAAGGAATGCCTCTTT CAGT TGAGACAAGAGGAAGG

CAGGAACGT GACCGCTGAAGCACAGCATCACAGGGAGACTGITAG- GCCTCCGGATAACGGCGGEECGEECCTGACTGATGT! CA%

511 TATA box 595
CATCTGTCTCCTGCCTGT CCCTGGGCAAT GGAAT GT CTCGGTATAAAACCCGATTGTATG- CTCCATCTACT GAGATAGGGAAAA
CATCTGTCTCCTGCCTGT CCCTGGGCAATGGAATGTCTCTIGTATAAAACCCGATTGTATG CTCCATCTACTGAGATAGGGAAAA

CCC- - - TCCACAAGAGGT GGT GGAGCAGAGGCT TCTCTAACT CCCCCCGGEEGAAAGGGAGACT CCCTTTCCCGGT CTGCTAAQEé

596 680
ACCGCC- TTAGGGECT GGAGGT GGGACCT GCGEECAGCAATACT GCTTTGTAAAGCACT GAGATGT TCATGT GTATGCATATCTAA
ACTGCC- TTAGGGCT GGAGGT GGGACCT GCGGEECAGCAATACTGCTTTGTAAAGCAT TGAGATGT TTATGTGTATGCATATCTAA

ACGGGTGCTTTTTCTAGGTACT GATGCTACCGCTAG- ACCAAGGT CCGCTAGGCAACGGEGECGT CTTCCCAGGT GCTGGECGT - TA>C

681 SV40 Enhancer
AAGCACAGCACTTAATCCTTTACATTGTCTATGATGCAAAGACCTTTGT TCACATGT TTGTCTGCTGACCCTCT CCCCACAATTG
AAGCACAGCACTTAATCCTTTACATTGTCTATGATGCAAAGACCTTTGTTCACATGT TTGTCTGCTGACCCTCTCCCCACAATTG

CCCTAGACCAAGTAGOCCTCTA- GTGEOCCTGT CTGGEGECATCACAGAAGGECTCACACT TGTCTTCTGGTCACTTCTCACCATATC

—
766 ERE** poly Asite ERE revers** 850
TCTTGTGACCCTGAG- - - - - ACATCCCCCTCTTCGAGAAACACCCACAGATGATCAGTAAATACTAAGGGAACT CAGAGGECTGGEC
TCTTGTGACCCTGAG:- - - - - ACATCCCCCTCTTCGAGAAACACCCACAAATGATCAATAAATACTAAGGGAACT CAGAGECTGGEC
CCTTCAGCTCCTATCTCTGTATGGECCTGGTTTTTCCT. AGATTATGATTGT AGAGCGAAGATTATTATAATATTGGAATGAAGAGT
851 pol vy A5|te935

GGGATCCTCCGTATGCTGAACGCTGGT TCCCCGEGTCCCCTTETTTCTTTCTCTATACTTTGTCTCTGTGICTTTTTCTTTTCCA
GGGATCCTCCATATGCTGAACGCTGGT TCCCCGGGTCCCCTTATTTCTTTCTCTATACTTTGICTCTGIGICTTTTTCTTTCCTA
AATTGCTACAAACTAATGATTAATGATATTCATATATAATCATATATATGATCTATATCTAGTATAACTATTCT TATTTTATAE

936 1007

TTTTCTTTATTATACTGGAACAGCT CGTGCCCTCGGT CTGT TGCCT CAGCACCT GGGT GGCTTGCTGCCCACA

Abb. 3.1 Sequenzvergleich der solitiren LTRs DQ-LTR3 und DQ-LTR13 mit einer
proviralen LTR aus HERV-K(C7). Dargestellt ist der direkte Vergleich der proviralen LTR
mit DQ-LTR3. Einzelne Punktmutationen sind grau unterlegt. Im Gegensatz dazu weist die
DQ-LTRI3 eine davon stark abweichende Sequenz auf, was kein direktes "Alignment" zuldsst.
mm markiert die U3-Region, B die R-Region und = die U5-Region der proviralen LTR
und DQ-LTR3. Fir DQ-LTRI3 ist eine solche Abgrenzung der Regionen nicht eindeutig. Sie
enthélt jedoch ein 53-bp Tandem-Repeat (— ), eine AT-reiche Region (— ), welche
TATA-Box-dhnliche Elemente enthilt und eine GC-reiche Region (—). Weitere wichtige
Elemente wie poly A site, Enhancer und TATA box sind in der jeweiligen Sequenz markiert.
GRE: Glucocorticoid-responsives Element; * nach Ono et al. (1986), ** nach Quandt et al.
(1995); ERE: Estradiol-responsives Element nach Quandt et al. (1995).
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Anhand dieses Sequenzabgleichs wird deutlich, dal sich DQ-LTR3 nur durch einzelne
Punktmutationen von der proviralen LTR unterscheidet und somit der Familie HERV-K
zuzuordnen ist. Thre Aufteilung in U3-, R- und U5-Region ist eindeutig definiert. DQ-
LTRI13 weist im Gegensatz dazu eine von beiden LTRs stark abweichende Sequenz auf
(nur etwa 37% Sequenzhomologie), dhnelt ihnen jedoch in ihrer grundsétzlichen Struktur:
sie besitzt ebenfalls einen putativen Promotor, repriasentiert durch eine AT-reiche Region,
die TATA-Box éhnliche Elemente enthilt, ein Polyadenylierungssignal und Enhancer-
Sequenzen, die in Abb. 3.1 markiert sind. Bisher konnte DQ-LTRI3 zwar keiner
bekannten Familie der humanen endogenen Retroviren eindeutig zugeordnet werden, sie
besitzt jedoch Sequenzhomologien zu HML-4 bzw. HERV-K T47D (personliche
Mitteilung von Prof. J. Blomberg, Universitidt Uppsala).

3.2.2 Funktionalitiit putativer Hormon-responsive Elemente innerhalb der

solitiren LTRs

Mit Hilfe des Programms Matlnspector (Quandt et al. 1995) wurden alle LTRs zusétzlich
auf die Anwesenheit Hormon-responsiver Elemente untersucht. Das Ergebnis dieser
Analyse ist in Abb. 3.1 gezeigt. Es wurden sowohl Glucocorticoid-responsive Elemente
(GREs) als auch Estrogen-responsive Elemente (EREs) nachgewiesen, die in den LTR-
Sequenzen markiert und bezeichnet sind. DQ-LTR3 besitzt demnach wie die provirale LTR
sowohl putative GREs als auch EREs, wahrend DQ-LTR13 lediglich EREs aufweist. Die
mit Hilfe des verwendeten Programms gewonnenen Ergebnisse gaben jedoch nur eine
statistische Wahrscheinlichkeit fiir die Funktionalitit dieser Elemente an. Dabei wurde
zwischen der Ahnlichkeit in der Kernsequenz des responsiven Elements und der in der
umgebenden Sequenz differenziert. Erstere lag bei etwa 85%, letztere bei 75%. Die
tatsdchliche Funktionalitdt dieser Elemente wurde im Dual Luciferase Reporter Assay

System (siehe 2.7 und 3.2.3) {iberpriift.

3.23 Charakterisierung potentieller Promotoreigenschaften der solitiren
LTRs DQ-LTR3 und DQ-LTR13 unter Verwendung des Dual Luciferase
Reporter Assay Systems

Zur Charakterisierung moglicher Promotoreigenschaften der beiden solitiren LTRs wurde

das Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega) verwendet. Zur Transfektion
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unterschiedlicher Zellinien wurden die beiden solitiren LTRs sowie die provirale LTR aus
HERV-K(C7), die als Positivkontrolle in GH-Zellen eingesetzt wurde (Tonjes et al. 1999),
in den promotorlosen Reportergenvektor pGL3-Basic stromaufwérts vom Luciferase Gen
kloniert. Dabei wurde zusétzlich die natiirliche, reverse Orientierung von DQ-LTR3
beriicksichtigt. 48 h nach Transfektion wurde die Luciferaseaktivitit gemessen. Die

Ergebnisse sind in Tab. 3.5 dargestellt.

Tab. 3.5 Promotoraktivitit der proviralen und solitiren LTRs in unterschiedlichen Zellinien.
Die Promotoraktivitit der LTRs wurde mit dem Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega)
bestimmt. Der promotorlose Vektor pGL3-Basic (Promega), in den die LTRs in unterschiedlichen
transkriptionellen Orientierungen stromaufwérts vom Reportergen einkloniert wurden, diente zur
transienten Transfektion der humanen Teratokarzinom Zellinie GH, der T-Zellinien A3.01, Jurkat und
HUT78 sowie verschiedener B-lymphoblastoider Zellinien. Die Ergebnisse wurden mit dem co-
transfizierten Plasmid pRL-CMV (Promega) standardisiert. Die Luciferaseaktivitit des promotorlosen
Reporterplasmids pGL3-Basic wurde gleich 1.0 gesetzt und die Ergebnisse als Vielfaches dieses
Wertes angegeben. Alle Transfektionen wurden in drei unabhéngigen Experimenten durchgefiihrt, in
denen jeweils Triplikate der entspechenden Plasmide verwendet wurden. (RLU: "relative light units";
SD: "standard deviation").

HERV-K(C7)- DQ-LTR3 DQ-LTR13 | HERV-K(C7)- | DQ-LTR3
LTR LTR revers revers

Zellinie RLU SD RLU SD RLU SD RLU SD RLU SD
GH 239 7.78 206 17.7 0.57 0.13 229 1.41 178 0.71
A3.01 0.69 0.10 0.53 0.01 1.56 0.25 5.41 1.37 6.14 1.76
Jurkat 0.23 0.16 0.52 0.38 0.44 0.28 0.58 0.06 1.35 0.26
HUT78 0.34 0.12 0.33 0.06 0.33 0.06 0.31 0.01 0.41 0.04
Bai, NJ 1.07 0.26 0.95 0.11 1.35 0.07 1.55 0.02 0.95 0.08
Eva,SP 0.70 0.01 0.78 0.01 0.81 0.03 0.81 0.01 0.96 0.04
VAVY 0.59 0.21 0.53 0.18 0.57 0.23 0.48 0.12 0.43 0.07
BM16 1.41 0.16 1.86 0.04 0.97 0.11 0.79 0.04 0.97 0.01
BM21 1.11 0.16 1.16 0.18 0.66 0.04 1.02 0.03 1.23 0.12
Boleth 0.91 0.08 0.78 0.04 0.74 0.03 0.61 0.04 0.61 0.01
SAVC 0.87 0.08 0.90 0.01 1.15 0.10 0.92 0.03 0.77 0.03
JHAF 1.09 0.01 0.84 0.09 0.37 0.03 0.28 0.02 0.32 0.01

Von allen getesteten Zellinien wurde nur in der Teratokarzinom Zellinie GH, die als
Positivkontrolle eingesetzt worden war (siehe rote Markierung Tab. 3.5), eine signifikante
Promotoraktivitidt fiir die provirale LTR aus HERV-K(C7) (RLU=239) und die der
gleichen Familie zugeordnete solitire DQO-LTR3 (RLU=206) detektiert. In beiden Fallen
wurde damit die Aktivitit des promotorlosen Vektors pGL3-Basic (RLU=1) um ein

Vielfaches iibertroffen. Diese Beobachtung war unabhédngig von der relativen Orientierung
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der LTRs, denn sie erlangten beide in der reversen Orientierung dhnliche Ergebnisse. In
keiner der dariiber hinaus untersuchten Zellinien konnten &hnliche Ergebnisse erzielt
werden. In allen eingesetzten lymphoblastoiden B-Zellinien wurde in den meisten Féllen
sogar nur eine Aktivitit gemessen, die der des promotorlosen Vektors pGL3-Basic
(Negativkontrolle) entsprach.

Fir DQ-LTRI3 konnte in keiner der untersuchten Zellinien eine signifikante

Promotoraktivitit nachgewiesen werden.

3.24 Induzierbarkeit von DQ-LTR3 und DQ-LTRI3 mit B-Estradiol und

Hydrocortison

In weiteren Untersuchungen, in denen die Zellen nach Transfektion entweder mit Estradiol
oder Hydrocortison behandelt wurden, wurde die Funktionalitit der putativen Hormon-
responsiven Elemente (siche 3.2.2) tiberpriift und die mogliche Wirkung ausgewahlter
Hormone auf die Promotorstirke der LTRs analysiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchung
sind in Abb. 3.2 gezeigt. Mit Hilfe des Hormons [-Estradiol sollte eine mogliche
geschlechtsspezifische Induzierbarkeit der beiden solitiren LTRs untersucht werden. Die
eingesetzten Hormonkonzentrationen orientierten sich an den Angaben des Herstellers. Die
Effektivitit der eingesetzten (-Estradiol-Konzentration wurde zu Beginn der Versuche in
unterschiedlichen Zellinien am pRL-CMV (Promega) getestet (Daten nicht gezeigt). Als
Positivkontrolle fiir die Effektivitdt der eingesetzten Hydrocortison-Konzentration wurde
die MMTV-LTR verwendet, von der bekannt ist, dal} sie ein funktionales Glucocorticoid-
responsives Element besitzt (Ringold 1985). Diese Funktionalitdt konnte jedoch nur in den
Zellinien A3.01 und Bai/NJ, nicht aber in GH-Zellen gezeigt werden. In dieser
Teratokarzinom-Zellinie erwies sich die MMTV-LTR als nicht-induzierbar oder aber die
Zellinie als nicht-suszeptibel fiir die Aufnahme von Glucocorticoid-Hormonen (Daten
nicht gezeigt). Die Effektivitit der eingesetzten Konzentration wurde deshalb mit Hilfe der

anderen beiden Zellinien verifiziert.
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Abb. 3.2 Induktion der transfizierten Zellen mit B-Estradiol oder Hydrocortison. Die mit den
unterschiedlichen LTR-Reportergen-Vektoren transfizierten Zellen wurden 5 h nach Transfektion
mit Hydrocortison (100 ng/ml) oder B-Estradiol (15 ng/ml) induziert und nach 48 h die Luciferase-
Aktivitidt gemessen. Als interner Standard wurde der pRL-Null-Vektor (Promega) verwendet, der
zuvor auf seine nicht-Induzierbarkeit getestet wurde. Die MMTV-LTR wurde als Positivkontrolle
fiir die Induktion mit Hydrocortison eingesetzt. Als Negativkontrolle diente der promotorlose
Vektor pGL3-Basic. A zeigt die Ergebnisse der Transfektion und Induktion von GH-Zellen, B die
der T-Zellinie A3.01, C die der lymphoblastoiden B-Zellinie Bai/NJ.

Wie in Abb. 3.2 deutlich zu erkennen ist, war keine der eingesetzten LTRs in einer der
untersuchten Zellinien durch die Zugabe von B-Estradiol bzw. Hydrocortison induzierbar
und die Aktivitit der LTRs als Promotor zeigte nach der Induktion nahezu keine
Verdnderung im Vergleich zu den nicht behandelten Zellen. Lediglich die MMTV-LTR
entwickelte eine deutlich hohere Promotoraktivitit nach Zugabe von Hydrocortison in den
beiden Zellinien A3.01 und Bai/NJ. Dies macht deutlich, da3 die verwendeten Zellinien
prinzipiell suszeptibel flir eine Behandlung mit Hydrocortison waren und die verwendeten
Zellen die notwendigen Rezeptoren auf ihrer Oberfliche trugen. Die untersuchten

putativen HREs erwiesen sich jedoch in diesen Zellen als nicht-funktional.
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3.2.5 Einfluss von DQ-LTR3 und DQ-LTRI13 auf die Aktivitit des DQ8- bzw.
DQ2-Promotors in Abhingigkeit von Orientierung und Position der

LTRs relativ zum Promotor

Die unmittelbare Nédhe der beiden solitiren LTRs zum DQBI Gen und ihre kombinierte
Transmission mit den beiden IDDM Risikohaplotypen DQ2 bzw. DQS fiihrte zur
Untersuchung ihres direkten Effekts auf die Aktivitit der Promotoren beider DQOB1 Gene.
Im Folgenden wird der Promotor des DQB1*0302 Gens als DQ8 Promotor bezeichnet, der
des DQB1*0201 Gens als DQ2 Promotor. Fiir die Analysen wurden unterschiedliche
Reportergenkonstrukte hergestellt, die in Abb. 3.3 aufgelistet sind. Dabei wurden sowohl
unterschiedliche Orientierungen als auch Positionen relativ zum Reportergen und zum

untersuchten Promotor beriicksichtigt.
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Abb. 3.3 Konstrukte, die zur Transfektion unterschiedlicher Zellinien verwendet wurden, um
DQ-LTRI13 als moglichen Enhancer und DQ-LTR3 als zusiitzliches regulatorisches Element
zu charakterisieren. A pGL3-Basic/2311 (DQ-LTRI3 + 5‘flankierende Region + DQ-Promotor) B
pGL3-Basic/1309 (5‘-flankierende Region + DQ-Promotor) C pGL3-Basic/346 (DQB1-Promotor)
D pGL3-Basic/2311rev (DQ-LTRI3 in reverser Orientierung, stromaufwérts des Promotors) E
pGL3-Basic/LTR13norm _back (DQ-LTRI3 in normaler Orientierung, stromabwirts des
Promotors) F pGL3-Basic/LTR13rev_back (DQ-LTRI3 in reverser Orientierung, stromabwérts des
Promotors) G pGL3-Basic/LTR3 DQS8 (DQ-LTR3 in normaler Orientierung + B) H pGL3-
Basic/LTR3rev_DQS8 (DQ-LTR3 in reverser Orientierung + B) I pGL3-Basic/LTR3 LTR13 DQS
(DQO-LTR3 in normaler Orientierung + A) K pGL3-Basic/LTR3rev. LTR13 DQ8 (DQ-LTR3 in
reverser Orientierung + A)
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In den folgenden Experimenten wurde zundchst ausschlieBlich DQO-LTRI3 beriicksichtigt,
da diese sich in unmittelbarer Ndhe zum DQBI Gens befindet. Die Konstrukte enthielten
deshalb neben dem Promotor des DOBI Gens dessen 5°-flankierende Region und die
solitdre LTR. Im zweiten Teil der Experimente wurde dariiber hinaus ein moglicher Effekt
von DQ-LTR3 auf DQO-LTRI13 und den Promotor untersucht, indem diese entweder allein
oder zusammen mit DQ-LTR13 vor den Promotor und das Reportergen kloniert wurden.

Zuerst wurde der Einflul von DQ-LTR13 auf den DQ8 Promotor untersucht. Dazu wurden
die in Abb. 3.3 dargestellten Konstrukte A-C zur Transfektion unterschiedlicher Zellinien
verwendet. Beobachtet wurde dabei die Fahigkeit des Promotors, die Expression des
Reportergens, in diesem Fall des Luciferase Gens, in Abhéngigkeit von der solitdiren LTR
zu aktivieren. Dazu wurde die Aktivitdt des DQOS8-Promotors allein, zusammen mit der 5°-
flankierenden Region und in Anwesenheit der LTR bestimmt. Gemessen wurde dabei die
Expressionsrate  des Reportergens, reprisentiert durch die Darstellung der
Luciferaseaktivitit in RLU ("relative light units"). Die Ergebnisse dieser Messungen sind

in Abb. 3.4 dargestellt.
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Abb. 3.4 Wirkung von DQ-LTRI13 auf den DQS8 Promotor. Die Luciferaseaktivitit fiir den
Promotor in Anwesenheit der solitiren LTR ist in @ dargestellt, die Aktivitidt zusammen mit der 5°‘-
flankierenden Region in® und die Aktivitdt des Promotors allein in B . Die Basalaktivitit wird
durch den promotorlosen Vektor pGL3-Basic (M) reprisentiert. Als Positivkontrolle diente der
Vektor pGL3-Control, der einen SV40-Promotor besitzt. Zur Transfektion wurden die
Teratokarzinomzellinie GH, die T-Zellinie A3.01 sowie die B-Zellinien Bai/NJ und Eva/SP
eingesetzt. (RLU = "relative light units")
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In der Teratokarzinomzellinie GH war der Einfluss von DQO-LTR13 auf die Aktivitdt des
untersuchten Promotors relativ gering, die Aktivitdt des Promotors unter dem EinfluB3 der
LTR nur um den Faktor 1,5 erhoht. In der T-Zellinie A3.01 und den beiden B-Zellinien
Bai/NJ und Eva/SP zeigte sich dagegen eine deutliche Beeinflussung der Aktivitit des
DQBI1-Promotors durch die solitire LTR. Im Vergleich zur Aktivitdt des Promotors allein
oder auch zusammen mit der 5°‘-flankierenden Region, ergab sich eine etwa 5-6 fach

erhohte Aktivitdt des Promotors in Anwesenheit von DQ-LTRI 3.

Zur Uberpriifung, ob es sich bei DQ-LTRI3 um einen klassischen Enhancer handelt,
dessen Wirkung unabhingig von seiner Orientierung ist und der seine Wirkung iiber
grofere Entfernungen entfalten kann, wurden zusitzliche Analysen durchgefiihrt. Die dazu
hergestellten Konstrukte enthielten die LTR in reverser Orientierung stromaufwérts vom
Promotor und in normaler und reverser Orientierung stromabwérts vom Luciferase-Gen.
Die Zusammensetzung der so entstandenen Plasmide ist in Abb. 3.3 durch die Konstrukte
D-F dargestellt. Nach Transfektion und Messung der Luciferase-Aktivitit zeigte sich das in
Abb. 3.5 an der Zellinie Bai/NJ exemplarisch dargestellte Ergebnis.
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Abb. 3.5 Untersuchung der Wirkungsweise von DQ-LTRI3 als moglicher Enhancer.
Zusitzlich zu den bisher verwendeten Konstrukten wurden unterschiedliche Positionen und
Orientierungen von DQ-LTRI3 beriicksichtigt. Das B dargestellte Konstrukt enthélt die LTR in
reverser Orientierung stromaufwéirts vom Promotor, O zeigt die LTR in normaler Orientierung
und O in reverser Orientierung hinter dem Luciferase Gen. (RLU = "relative light units")

Sehr deutlich zeigte sich fiir den Promotor in Anwesenheit von DQ-LTR13 eine nach wie
vor etwa 5-fach erhohte Aktivitit (RLU von 21,8 im Vergleich zu 4,34 bzw. 3,60). Dieser

Effekt lie sich jedoch dariiber hinaus in keiner anderen Orientierung oder Position relativ
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zum Promotor bestitigen. Damit ist die Funktionalitdt der LTR in Bezug auf den DQOS8
Promotor auf ihre, auch im humanen Genom, natiirlicherweise vorliegende Position und

Orientierung beschrénkt.

DQ?2, der zweite Risikohaplotyp fiir eine Erkrankung an Typ 1 Diabetes mellitus, war
Gegenstand der folgenden Untersuchung. Um festzustellen, ob ein dhnlicher Effekt von
DQ-LTRI3 auch auf den DQ2 Promotor ausgeht, wurde der DQ8 Promotor durch diesen
ersetzt und mit den daraus entstandenen Konstrukten wurden weitere Transfektionen
durchgefiihrt. Nach Messung der Luciferaseaktivitét zeigte sich am Beispiel der B-Zellinie
Bai/NJ und der T-Zellinie A3.01 (siche Abb. 3.6) folgendes Ergebnis.
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Abb. 3.6 Wirkung von DQ-LTR13 auf den DQ2 Promotor. Die in den Farben @ B B markierten
Balken représentieren die Luciferaseaktivitét fiir die in Abb. 3.3 dargestellten Konstrukte A-C. Bei
dem untersuchten Promotor handelt es sich jedoch in diesem Fall um den Promotor des
DQB1*0201 Gens (DQ2). (RLU = "relative light units")

Der beobachtete Einfluss der solitiren LTR auf die Aktivitit des DQ2 Promotors
(DQB1*0201) war wesentlich weniger signifikant als der auf den DQ8 Promotor

(DQB1*0302). Dariiber hinaus zeigte die Wirkungsweise eine reverse Tendenz. Das
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bedeutet, in Anwesenheit der LTR zeigte sich eine Reduktion der gemessenen
Luciferaseaktivitdt auf weniger als die Halfte.

Im natiirlichen Kontext des menschlichen Genoms befinden sich die solitiren LTRs DQ-
LTR3 und DQ-LTRI13 beide in relativer Ndhe zum DQBI1 Gen etwa 15 kb voneinander
entfernt. Fiir beide wurde eine Rolle als genetischer Risikomarker gezeigt. In den
vorangegangenen Analysen wurde jedoch bisher lediglich der Einfluss von DQ-LTR13 auf
die Aktivitit des DQB1 Promotors in vitro untersucht. Im Folgenden sollte DQ-LTR3 als
zusitzlicher oder alleiniger Effektor untersucht werden.

Dazu wurden weitere Reportergen-Plasmide hergestellt, die zusétzlich zu der Kombination
bestehend aus DQ-LTRI3, der 5°-flankierenden Region und dem DQ8 Promotor, in
stromaufwiérts gelegener Position die DQO-LTR3 beinhalteten (siche Abb. 3.3 Konstrukte I
und K). Die ebenfalls in Abb. 3.3 dargestellten Plasmide G und H beinhalteten nur die DQ-
LTR3 ohne DQ-LTRI3. Diese Plasmide wurden fiir weitere Transfektionen eingesetzt. Das

Ergebnis der anschlieBenden Luciferase-Assays ist in Abb. 3.7 dargestellt.
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Abb. 3.7 Wirkung von DQ-LTR3 auf DQ-LTRI3 und den DQS8 Promotor. Die genaue
Zusammensetzung der fiir diese Transfektionen eingesetzten Plasmide ist in Abb. 3.3 unter G-K
gezeigt. Die Konstrukte enthalten zusétzlich (B pGL3-Basic/LTR3 LTR13 DQS8 bzw. O pGL3-
Basic/LTR3rev_LTR13 DQ8) oder anstelle der bisher untersuchten DQ-LTRI3 ( B pGL3-
Basic/LTR3 DQS8 bzw. @ pGL3-Basic/LTR3rev_DQ8) DQO-LTR3. Als Negativkontrolle dient der
promotorlose pGL3-Basic (M), als Positivkontrolle der unter der Kontrolle des SV40-Promotors
stehende pGL3-Control (O). Dariiber hinaus wurden zum Vergleich der DQ8 Promotor allein
( @ pGL3-Basic/346) und in Anwesenheit von DQO-LTRI3 (EpGL3-Basic/2311) hinzugezogen.
(RLU = "relative light units")
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In den beiden untersuchten lymphoblastoiden B-Zellinien Bai/NJ und Eva/SP bestétigte
sich der deutliche Effekt von DQ-LTR13 auf den DQ8 Promotor. In beiden Fillen wurde
eine Steigerung der Aktivitit des Promotors von 2,63 auf 9,81 bzw. 0,26 auf 0,93 durch die
Anwesenheit der LTR erreicht. Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich fiir die Konstrukte, die
beide LTRs enthielten (reprisentiert durch pGL3-Basic/LTR3 LTR13 DQS8 und pGL3-
Basic/LTR3rev_ LTR13 DQS). Ein zusétzlicher Effekt von DQ-LTR3 war jedoch nicht zu
beobachten und auch ohne DQ-LTRI3 hatte DQ-LTR3 keinen aktivierenden Einfluss auf
den DQ8 Promotor. Dieses Ergebnis war unabhingig von der transkriptionellen
Orientierung von DQ-LTR3, die im natiirlichen Kontext relativ zu DQ-LTR13 und zum

Promotor in reverser Orientierung vorliegt.

3.2.6 Transkriptionsregulatorische Wirkung von DQ-LTR13 auf ausgewéhlte
DQBI Gene in vivo

Zur Untersuchung der tatsdchlichen Wirkung von DQ-LTRI3 in einem in vivo System
wurde ein Nuclear Run-On Assays zum Nachweis quantitativer Unterschiede bei der
Initiation und Transkription unterschiedlicher DQ Gene etabliert. Dazu wurden
verschiedene EBV-transformierte lymphoblastoide B-Zellinien eingesetzt, die zwar fiir den
gleichen DQ Haplotypen homozygot waren, sich jedoch in der An- bzw. Abwesenheit von
DQ-LTR13 unterschieden. Aufgrund der zeitlichen Verfiigbarkeit konnten ausschlielich
DQ?2 homozygote Zellen zur Analyse herangezogen werden. Aus ihnen wurden die
Zellkerne isoliert und zur Nuclear Run-On Reaktion mit anschlieBender Isolation und
Detektion der radioaktiv markierten mRNA eingesetzt. Die Ergebnisse sind am Beispiel

von zwei Zellinien in Abb. 3.8 gezeigt.

ALJ5 IBW9 Abb. 3.8 Nuclear Run-On Assay. Zur
radiaktiven Markierung wurden Kerne der
Zellinien ALJ5 (DQ2/LTR13+) und IBW9

Ca— — — Histon H4 (DQ2/LTR13-) eingesetzt. Die wéahrend
der Reaktion gebildete mRNA wurde mit

— B-Tubulin spezifischen Sonden fiir die Gene Histon

H4, B-Tubulin, DQ8, DQ2, Actin und tMet

—cDNA DQS8 (siche Abschnitt 2.8.16) detektiert. Auf

- dem Film deutlich zu erkennen sind die

— cDNA DQ2 Signale fiir die beiden Positivkontrollen

Histon H4 und tMet. Fiir die beiden
eingesetzten DQ-Sonden (cDNA DQ8
und cDNA-DQ?2) sind nur sehr schwache

- - — tMet Signale zu erkennen. Expositionszeit, 5
Tage bei —80°C.

— chicken Actin

Exposition 5 Tage
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Die Zellinien ALJS5 und IBW9 sind beide homozygot fiir DQ2 (siehe Tab. 2.1). Wihrend
ALJS5 jedoch homozygot positiv fiir DQ-LTRI3 ist, ist die LTR in der Zellinie IBW9 auf
keinem der beiden homologen Chromosomen anwesend. Die quantitative Detektion der
radioaktiv markierten RNA aus der Nuclear Run-On Reaktion mit den als
Positivkontrollen eingesetzten Sonden fiir das Histon H4 Gen und die fiir die tRNAM®
kodierende Sonde tMet (Sonden sieche Abschnitt 2.8.16) ergaben sehr starke Signale. Die
Bindung an die Actin- und an die -Tubulin-Sonde war schwach ausgeprégt, zeigte aber
deutlich erkennbare Banden. Eine Bindung an die beiden DQ-Sonden cDNA DQ8 und
cDNA DQ2 war kaum zu erkennen und ermdglichte keinen quantitativen Vergleich in

Abhingigkeit von DQ-LTRI3.
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4. Diskussion

4.1 Charakterisierung der solitiren retroviralen LTR DQ-LTRI3 als
genetischer Risikomarker fiir eine Erkrankung an Typ 1 Diabetes

mellitus auf der Grundlage einer Familienassoziationsstudie

Die vorliegende Doktorarbeit beschéftigt sich mit der Analyse einer mdglichen Korrelation
der solitéren retroviralen LTR DQ-LTR13 mit dem Auftreten einer Erkrankung an Typ 1
Diabetes mellitus (IDDM). Im Rahmen dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, daf3
DQ-LTRI3 das genetische Risiko einer Erkrankung, zusétzlich zu dem, vermittelt durch
die HLA Risikohaplotypen DQ2 und DQ$, signifikant verdndert. Im Gegensatz zu DQ-
LTR3 (Donner et al. 1999a), die sich 15 kb stromaufwérts vom DQOBI Gen befindet, liegt
DQ-LTRI13 diesem Gen mit nur 1,3 kb wesentlich ndher. Die Berechnung des zwischen
den beiden LTRs bestehenden Kopplungsungleichgewichts (LD) ergab, dal sich zwar
beide in einem positiven, aber nicht sehr stark ausgepridgten, LD befinden. Bei einer
100%igen Kopplung wire der Wert fiir das Kopplungsungleichgewicht gleich 0,5, ist keine
Kopplung vorhanden, gleich null. Ein Zahlenwert von 0,139 (+/-0,0125) mit positivem
Vorzeichen bedeutet fiir DQ-LTR3 und DQ-LTRI3, dal} sie zwar priferentiell, aber nicht
ausschlieflich zusammen auf einem Haplotypen vorkommen. Aus diesem Grund kdnnen
beide LTRs als unabhéngige genetische Marker bewertet werden.

Auf der Grundlage einer Familienassoziationsstudie wurde die Transmission von DQ-
LTRI13 zusammen mit ausgewidhlten HLA DQ Haplotypen untersucht. Ziel der Studie war,
die Vererbung der LTR zusammen mit den bekannten Risikohaplotypen DQ2 und DQS8
von den Eltern an das erkrankte Kind aufzuzeigen, statistisch zu erfassen und dabei zu
bewerten, ob die An- oder Abwesenheit von DQ-LTRI13 das Risiko einer Erkrankung an
Typ 1 Diabetes mellitus beeinfluf3t.

Die Kopplung von DQ-LTRI3 an die Risikohaplotypen DQ2 und DQ8 unterschied sich
signifikant zwischen transmittierten und nicht-transmittierten Haplotypen. Die Analyse des
gesamten Familienkollektivs zeigte, daB die DQS/LTRI13" Haplotypen, im Vergleich zu
den DQS/LTRI3" Haplotypen, signifikant hdufiger als bei einer zufdlligen Vererbung
erwartet, an die Patienten transmittiert wurden. Dieses Resultat wurde nicht durch die
Anwesenheit von DR4 beeinfluBlt, denn es konnte auch nach einer Subtypisierung der

DRBI Merkmale, sowohl fiir DRB1*0401-DQ8 als auch fiir nicht-DRB1*0401-DQ8§-
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Haplotypen, bestétigt werden. Daraus ergibt sich eine erhohte IDDM-Suszeptibilitdt durch
die Anwesenheit von DQ-LTR13 auf dem DQS Risikohaplotypen.

Das Gegenteil zeigte sich fiir den zweiten IDDM-Risikohaplotypen DQ2. Die DQ2/LTRI13
Haplotypen wurden bevorzugt an das erkrankte Kind transmittiert, wéhrend zwei Drittel
der DO2/LTRI3" Haplotypen nicht transmittiert wurden. Alle nicht-DQ2/nicht-DQS-
Haplotypen wurden signifikant hdufiger nicht transmittiert, unabhéngig von der An- oder
Abwesenheit von DQ-LTRI3. Dieses Ergebnis 146t sich durch die Zusammensetzung des
fiir die Analyse ausgewéhlten Kollektivs erkldren. Fiir das statistische Verfahren des TDT
wurden ausschlieBlich heterozygote Eltern beriicksichtigt, da nur sie eine Alternative bei
der Vererbung des einen oder anderen Allels besitzen. Im Kontext des Typ 1 Diabetes
mellitus bedeutet das, wenn die Eltern auf einem ihrer homologen Chromosomen einen der
beiden Risikohaplotypen DQ2 oder DQS besitzen, wird dieser bevorzugt vererbt wihrend
der nicht-Risikohaplotyp auf dem zweiten Chromosom nicht transmittiert wird. Das
Entscheidende war jedoch, daB3 kein Unterschied in der Transmissionshaufigkeit von nicht-
DQ2/nicht-DQS8-Haplotypen in Abhéngigkeit von DQ-LTRI3 bestand. Das beobachtete
Vererbungsmuster flir die nicht-DQ2/nicht-DQ8-Haplotypen war demnach nicht auf die
An- bzw. Abwesenheit von DQ-LTRI3 zuriickzufiihren, wie bei den beiden
Risikohaplotypen DQ2 und DQ8, sondern war durch die Heterozygotie der ausgewidhlten
Parentalgeneration bedingt.

Das hochste PPV aller untersuchten Allel/DQ-LTR13 Kombinationen, bezogen auf Typ 1
Diabetes mellitus, zeigten genau diese beiden signifikant bevorzugt transmittierten
Haplotypen. Die Wahrscheinlichkeit einer IDDM Erkrankung fiir Individuen, die das
Merkmal DQS/LTRI3" trugen, lag bei 79%, das fiir DQ2/LTR13 Individuen bei 68%.

Das relative Risiko, das durch die An- bzw. Abwesenheit von DQ-LTRI3 zusétzlich zu
DQS8 und DQO2 (RR = 9,5 bzw. 2,4) (Klein und Sato 2000) vermittelt wird, liegt bei 1,8
bzw. 1,5. Damit wird das Risiko einer IDDM Erkrankung, gegeniiber dem durch die
Risikohaplotypen DQ2 und DQS allein vermittelten, zusdtzlich deutlich erhoht.

Unterschiedliche Studien haben gezeigt, dal Typ 1 Diabetes mellitus haufiger vom
erkrankten Vater an die Kinder vererbt wird als von der erkrankten Mutter (el Hashimy et
al. 1995; Tuomilehto et al. 1995; Warram et al. 1984). In Ubereinstimmung mit diesen
Ergebnissen wurden bei Kindern mit erkrankten Miittern in wesentlich weniger Fillen
Autoantikorper nachgewiesen als bei Kindern mit erkrankten Vitern (Roll et al. 1996;

Verge et al. 1996). Zusitzlich wurde eine bevorzugte Transmission der Erkrankung vom
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Vater an weibliche Nachkommen und von der Mutter an médnnliche Nachkommen gezeigt
(Tuomilehto et al. 1995), die jedoch von der EURODIAB Gruppe nur fiir den ersten Fall
bestdtigt werden konnte, nicht jedoch fiir die erhohte Transmissionshédufigkeit von der
Mutter zum Sohn (1998). Der beobachtete Effekt war jedoch generell nur schwach
ausgepragt.

Der genaue Grund fiir eine moglicherweise vom Geschlecht des erkrankten Elternteils
abhingige Vererbung ist nicht bekannt. Eine Ursache konnte sein, dafl fiir den Typ 1
Diabetes mellitus préadisponierende Gene weniger diabetogen sind, wenn sie von der
Mutter vererbt werden (Field 2002). Einen solchen Vorgang, der bisher nicht erwiesen ist,
wiirde man als "genetic imprinting" bezeichnen. In einem solchen Fall wiirde man bei der
Transmission der fiir den Typ 1 Diabetes mellitus pradisponierenden Allele ein dhnliches
Vererbungsmuster erwarten. Deshalb wurde im Rahmen der Familienassoziationsstudie bei
der Betrachtung der parentalen Transmission der Risikohaplotypen DQS/LTRI13" und
DQ2/LTRI3 zusitzlich zwischen der Vererbung ausgehend vom Vater und von der Mutter
differenziert (siche Tab. 3.4). Zwar wurden dabei die bisher gewonnenen Ergebnisse fiir
die beiden Risikohaplotypen unter Verwendung des TDT bestitigt (siche Tab. 3.4), das
erwartete Vererbungsmuster konnte jedoch nicht nachgewiesen werden, da sich fiir keinen
der beiden Risikohaplotypen eine geschlechtsspezifische Priaferenz in der Vererbung,
unabhingig von DQ-LTRI3, herausstellte. Einzig die Transmission des nicht-
Risikohaplotypen DOS/LTR13" fand tendenziell hdufiger von maternaler Seite aus und in
Richtung erkrankter weiblicher Nachkommen statt (sieche Tab. 3.4). Die Signifikanz des
Ergebnisses war jedoch aufgrund des kleinen Patientenkollektivs nur sehr schwach
ausgeprdagt. Von 23 untersuchten Allelen wurden 16 an weibliche Nachkommen
transmittiert, wihrend, ausgehend von der miitterlichen Seite, von insgesamt 18
untersuchten Allelen 14 transmittiert wurden. Fiir einen eindeutigen Nachweis miifite die
untersuchte Fallzahl im Kollektiv erhoht werden. Tendenziell deutete das Ergebnis jedoch
auf eine sowohl vom Geschlecht der Eltern als auch vom Geschlecht der Nachkommen
unabhiingige Transmission der Risikohaplotypen DQS/LTRI3" und DQ2/LTRI3 hin.
Weitergehende Analysen wurden daher im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht

durchgefiihrt.

Auf der Grundlage der Ergebnisse der vorliegenden Familienassoziationsstudie wird
deutlich, dal DQ-LTRI13 die durch den Risikohaplotypen DQS8 vermittelte Suszeptibilitit
fir Typ 1 Diabetes mellitus erhoht. Zusdtzlichen EinfluB auf die Haufigkeit der
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Transmission von DQS8/LTRI 3" konnte moglicherweise der zweite Haplotyp jedes
Individuums nehmen, der sich auf dem homologen Chromosom 6 befindet. Dieser
mogliche Effekt konnte ausgeschlossen werden, indem man nur Eltern beriicksichtigen
wiirde, die fiir das Merkmal DQS8 homozygot sind (Lie et al. 1999) und sich nur in der
Anwesenheit von DQ-LTR13 unterscheiden wiirden. Fiir diese Fragestellung wiirde man
jedoch, aufgrund der gegebenen Allelhdufigkeiten innerhalb der kaukasischen
Bevolkerungsgruppe, etwa 1000 Familien benétigen, um den fiir die Analyse notwendigen
Anteil an DQ8 homozygoten Eltern zu erhalten. Da man aber davon ausgehen kann, dal3
die Allelfrequenzen des zweiten Haplotyps in der hier vorgestellten Studie zufillig
zwischen DQS8'/LTR13"- und DOS'/LTR13 -Eltern verteilt sind, kann ihr Einfluss auf die
Ergebnisse dieser Analyse ausgeschlossen werden. Gleiches gilt fiir die Transmission von

DQ2/LTRI3™".

Warum DQ-LTRI3 in manche Haplotypen haufiger integriert ist als in andere, ist derzeit
noch nicht klar (Donner et al. 2000). Moglicherweise waren diese Elemente an der
Ausbildung des immunogenetischen Repertoires in Ubereinstimmung mit der infektidsen
Umgebung wihrend der Evolution beteiligt. Innerhalb des MHC existieren einige
Retroelemente, fiir die bisher jedoch nicht nachgewiesen wurde, ob sie einen Einflu} auf
spezifische Genfunktionen haben (Andersson et al. 1998). Davon abgesehen konnten sie
jedoch theoretisch die Transkription funktioneller Gene durch direkte, indirekte oder
gewebsspezifische Regulation beeinflussen (Domansky et al. 2000).

4.2 Strukturelle und funktionelle Charakterisierung von DQ-LTR3 und
DQ-LTRI13

Im Rahmen der Familienassoziationsstudie konnte gezeigt werden, dal zwei Haplotypen
existieren, die iiber einen bisher unbekannten Mechanismus eine erhdhte Suszeptibilitit fiir
Typ 1 Diabetes mellitus vermitteln: DQ8 mit DQO-LTR13 und DQ2 ohne DQ-LTRI3. Ein
dhnlicher EinfluB3 wurde in fritheren Analysen fiir DQO-LTR3 gezeigt (Donner et al. 1999b).
Die sich daraus entwickelnde Frage nach einem moglichen Einfluss beider LTRs auf die
Expression des DOBI Gens, wurde in weiterfiihrenden funktionellen Analysen bearbeitet,
um sie, iiber ihre Funktion eines genetischen Risikomarkers hinaus, als mogliche

regulatorische Elemente zu charakterisieren.
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Das humane Genom enthilt etwa 443.000 Kopien von LTR-Elementen (Lander et al.
2001), von denen iiber 10.000 solitire LTRs der Familie HERV-K angehoren (Leib-Mdsch
et al. 1993). Davon scheinen jedoch nur wenige in der Lage zu sein, die Transkription
stromabwérts genauso wie stromaufwirts gelegener funktioneller Gene zu beglinstigen
(Domansky et al. 2000). Wahrend DQ-LTR3 eindeutig zur Familie HERV-K gehort
(Kambhu et al. 1990), ist DQ-LTR13 zwar bisher keiner bekannten Familie der humanen
endogenen Retroviren eindeutig zuzuordnen (Liao et al. 1998) besitzt jedoch
Sequenzhomologien zu HML-4 bzw. HERV-K T47D (personliche Mitteilung von Prof. J.
Blomberg, Universitdt Uppsala). Sie ist damit anderen retroviralen LTRs, trotz fehlender
Sequenzdhnlichkeiten, strukturell sehr dhnlich und besitzt ebenfalls, wie in Abb. 3.1
dargestellt, einen putativen Promotor, ein Polyadenylierungs-Signal sowie ein 53 bp
Tandem-Repeat (Liao et al. 1998). Diese Enhancer-dhnliche Sequenz umfasst das
Sequenzmotiv CCCAG, fiir das bereits beschrieben worden ist, dall es eine Rolle bei der
Funktion des SV40 Enhancers spielt (Liao et al. 1998; Zenke et al. 1986). Basierend auf
diesen regulatorischen Elementen konnten sowohl DQ-LTR3 als auch DQ-LTR13, wie fiir
HERV-K LTRs bereits beschrieben (Domansky et al. 2000), iiber eine bidirektionale
Promotoraktivitdt verfiigen und damit in die Regulation benachbarter zelluldrer Gene
involviert sein. Ein mogliches Kandidatengen im Kontext des Typ 1 Diabetes mellitus ist
das DOBI Gen im MHC Komplex. Die relative Nédhe beider LTRs zu diesem Gen und ihre
signifikante Transmission zusammen mit den IDDM-Risikoallelen DQB1*0201 (DQ2)
und DQB1*0302 (DQS8) 146t eine funktionelle Untersuchung im Kontext der Pathogenese
des Typ 1 Diabetes mellitus fiir beide Elemente notwendig erscheinen. Daher wurde in
einem in vitro Experiment die Fahigkeit der LTRs untersucht, als Promotor auf die
Expression eines Reportergens zu wirken. Fiir die Transfektionen wurden unterschiedliche
EBV-transformierte B-lymphoblastoide Zellinien variabler DQ-Haplotypen eingesetzt. Als
Vertreter der Antigen-prasentierenden Zellen, die MHC Klasse II Molekiile auf ihrer
Oberfliache exprimieren, stellten sie das geeignete System zur Untersuchung der Funktion
der beiden solitiren LTRs im Zusammenhang mit der Atiologie des Typ 1 Diabetes
mellitus dar. In den mit den LTR/Reportergen-Konstrukten transfizierten Zellen konnte
jedoch keine deutliche Luciferase-Aktivitit, die iiber die des promotorlosen Vektors pGL3-
Basic hinausging, nachgewiesen werden. Auch die Beriicksichtigung der natiirlichen
reversen transkriptionellen Orientierung von DQO-LTR3 im genomischen Kontext fiihrte zu
keinem anderen Resultat, so daB3 eine Funktion der solitiren LTRs als Promotor in

lymphoblastoiden B-Zellinien damit ausgeschlossen werden konnte.
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Ganz anders stellte sich das Ergebnis nach Transfektion der Teratokarzinom Zellinie GH
(Lower et al. 1984) unter Verwendung der gleichen Konstrukte dar. Hier zeigte sich fiir die
provirale LTR aus HERV-K(C7) (Tonjes et al. 1999), die als Positivkontrolle eingesetzt
worden war, und fiir DQ-LTR3 eine bidirektionale Promotoraktivitit (siche Tab. 3.5), die
sogar iiber der des gleichfalls transfizierten pGL3-Control (Kontrolle des SV40 Promotors)
lag (Daten nicht gezeigt). Die solitire LTR gehort, wie die provirale, zur Familie HERV-
K. Beide weisen daher hohe Sequenzhomologien auf (Abb. 3.1). Es ist bereits beschrieben
worden, daB3 Mitglieder der Familie HERV-K in der Teratokarzinom Zellinie GH (Lower
et al. 1984) die Vertreter der humanen endogenen Retroviren mit der hochsten Aktivitit
sind (Tonjes et al. 1996). Die Fahigkeit der proviralen LTR und DQO-LTR3, die Expression
des promotorlosen Reportergens in genau dieser Zellinie zu fordern, ist deshalb als
Bestétigung fritherer Ergebnisse zu bewerten.

Der Nachweis einer Promotoraktivitit in den ausgewéhlten B-lymphoblastoiden Zellinen
konnte dagegen, unabhdngig vom Haplotyp der transfizierten Zellen, nicht erbracht
werden. In der T-lymphoblastoiden Zellinie A3.01 konnten zwar Aktivititen gezeigt
werden, die ein Vielfaches des promotorlosen Vektors pGL3-Basic darstellten (sieche Tab.
3.5), die Standardabweichung (SD) war jedoch so hoch, daB3 die Aussagekraft des
Ergebnisses stark eingeschriankt wurde. Definitionsgemil sollte ein signifikantes Ergebnis
das 3-fache der Standardabweichung iiberschreiten. Da die Ergebnisse nach Transfektion
von A3.01-Zellen diese Vorgabe nur wenig iiberschritten, wurden sie als "nicht

signifikant" definiert und daher keiner weiteren Analyse unterzogen.

Innerhalb der beiden solitiren LTRs DQ-LTR3 und DQ-LTRI3 wurden in
Sequenzanalysen putative hormonresponsive Elemente fiir Glucocorticoide und Estradiol
(Klasse der Ostrogene) gefunden (siche Abb. 3.1), die beide zur Klasse der
Steroidhormone gehoren. Glucocorticoide sind vorwiegend an der Regulation des
Kohlenhydratstoffwechsels und in geringerem Malle an der Regulation des
Lipidstoffwechsels beteiligt. Dariliber hinaus unterstiitzen sie die Anpassung des
Organismus in Stressituationen und wirken in groBen Dosen immunsuppressiv. Ihre
Wirkungsweise ist im Gegensatz zu den Ostrogenen in keinem Fall geschlechtsspezifisch.
Die Rezeptoren der Steroidhormone werden durch Bindung ihres Liganden im Cytosol
aktiviert und translozieren in den Nukleus. Dort kann nach Bindung des Dimers an ein
entsprechendes hormonresponsives Element eine Transkriptionsaktivierung oder

Repression erfolgen (Beato et al. 1989).
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Bei den nachgewiesenen hormonresponsiven Elementen (HREs) handelt es sich um
Derivate des hexamerischen DNA-Kern-Motivs 5'-XGGTCA-3', wobei X entweder
Adenin (A) oder Guanin (G) sein kann. Die Elemente sind typischerweise aus zwei Hilften
aufgebaut, die sich durch ihre Sequenz, deren Orientierung sowie die Anzahl der
Basenpaare, die zwischen den beiden Hélften liegen, definieren. Das zur Sequenzanalyse
verwendete Programm unterscheidet zwischen der Kern-Sequenz und der nicht-Kern-
Sequenz (Matrixsequenz) eines HRE. Ein Nukleotidaustausch in der Kernsequenz kann
bereits zu einer gravierenden funktionellen Verdnderung des Elements fiihren, wihrend
eine Verinderung der Matrixsequenz nicht zwangsliufig eine Anderung der Funktionalitit
bedeutet. Auf der Suche nach putativen funktionalen HREs innerhalb der LTR-Sequenzen
kann der Suchalgorithmus so ausgewidhlt werden, dafl der gewiinschte Grad an
Sequenzhomologie zu funktionalen HREs als Standard angegeben wird. Dadurch wird im
Ergebnis die Wahrscheinlichkeit angegeben, mit der es sich bei dem identifizierten
Element tatsdchlich um ein funktionales HRE handelt. In der vorliegenden Analyse wurde
die Kern-Sequenz-Homologie mit 75% angegeben und die Matrix-Sequenz-Homologie mit
85%. Die Auswahl hoherer Homologien fiihrte zu keinem Ergebnis. Damit lag die
Wabhrscheinlichkeit dafiir, daB3 es sich bei den gefundenen HREs tatsidchlich um funktionale
Elemente handelt, weit unter 100%.

Die fiir die Induktionsversuche eingesetzten lymphoblastoiden B-Zellen sind grundsétzlich
in der Lage iiber den entsprechenden Rezeptor mit den ausgewihlten Hormonen zu
interagieren (Quaia et al. 2000). Die Induktion der Promotoraktivitét der beiden solitéren
LTRs DQ-LTR3 und DQ-LTRI3 und der proviralen Kontroll-LTR aus HERV-K(C7)
konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Die eingesetzten Hormonkonzentrationen
richteten sich nach den Angaben des Herstellers. Die Effektivitit der eingesetzten
Estradiol-Konzentration wurde zu Beginn der Analysen am Plasmid pRL-CMV (Promega)
in unterschiedlichen Zellinien getestet (Daten nicht gezeigt). Als Positivkontrolle flir die
verwendete Hydrocortison-Konzentration wurde die MMTV-LTR eingesetzt, von der
bekannt ist, daf sie ein funktionales Glucocorticoid-responsives Element besitzt (Ringold
1985). In der Teratokarzinom Zellinie GH konnte diese Funktionalitét nicht verifiziert
werden. Eine mdgliche Erklarung fiir diese Beobachtung konnte das Fehlen der
notwendigen Rezeptoren im Zytosol von GH-Zellen sein. Glucocorticoide diffundieren
durch die Zellmembran in die Zielzelle und binden dort an den zytosolischen
Glucocorticoid-Rezeptor. Nach Bindung transloziert der Rezeptor vom Zytosol in den

Zellkern und bindet dort an entsprechende GREs. Bei Fehlen des zytosolischen Rezeptors
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in GH-Zellen wire die Induktion einer LTR in dieser Zelle mit Glucocorticoid-Hormonen
dementsprechend nicht moglich, auch wenn die LTR, wie im Falle der MMTV-LTR, ein
GRE besitzen wiirde.

In den verwendeten B- und T-Zellinien war zwar die Induktion der MMTV-LTR deutlich
zu erkennen (sieche Abb. 3.2), die provirale und die beiden solitdren LTRs zeigten jedoch
auch hier nahezu keine Reaktion auf die Behandlung mit Estradiol bzw. Hydrocortison,
obwohl die Rezeptorspezifitit der Zellen offensichtlich gewéhrleistet war. Die
Uberpriifung der Funktionalitit der hormonresponsiven Elemente innerhalb der LTRs war
damit negativ zu bewerten, eine hormoninduzierte Regulation der LTRs in den
untersuchten Zellinien unwahrscheinlich.

Der Nachweis der Induzierbarkeit der beiden solitdren LTRs durch Estradiol hétte auf eine
mogliche geschlechtsspezifische Regulation der LTRs hinweisen konnen, denn eine
charakteristische Eigenschaft von Autoimmunerkrankungen im allgemeinen ist ihr hiufig
geschlechtsspezifisches Auftreten. Die meisten Autoimmunerkrankungen, unter ihnen
rheumathoide Arthritis und multiple Sklerose, treten liberwiegend bei Frauen auf (Beeson
1994). Typ 1 Diabetes dagegen ist die einzige organspezifische Autoimmunerkrankung,
die nicht diese Tendenz besitzt (Gale und Gillespie 2001). Das Verhéltnis von méinnlichen
zu weiblichen Patienten unter 15 Jahren ist nahezu ausgeglichen (Beeson 1994). Mit
zunehmendem Lebensalter bildet sich jedoch ein Verhiltnis ménnlich:weiblich von 3:2 aus
(Gale und Gillespie 2001). Diese offensichtlich  geschlechtsspezifische
Diabetesmanifestation wird besonders bei der Unterscheidung von pra- und postpubertiren
Erkrankungsraten deutlich (Weets et al. 2001). Die in der Pubertit vermehrt stattfindende
Ausschiittung von Estradiol im weiblichen Organismus spielt demnach keine Rolle bei der
Manifestation der Erkrankung. In Ubereinstimmung mit ihrer mdglichen Rolle im Kontext
des Typ 1 Diabetes mellitus lieBen sich auch die beiden solitiren LTRs nicht durch eine
Behandlung mit Estradiol induzieren.

Insgesamt haben die Ergebnisse der Hormoninduktions-Versuche damit gezeigt, dall weder
DQ-LTR3 noch DQ-LTRI13 funktionale HREs besitzen, wie sie fiir Vertreter der Familie
HERV-W beschrieben worden sind (Blond et al. 2000). Ihre hormonabhingige und vor
allem geschlechtsspezifische Regulation im Kontext der Atiologie des Typ 1 Diabetes

mellitus erscheint damit, bezogen auf das untersuchte Zellkollektiv, unwahrscheinlich.

Eine Promotor-dhnliche Funktion in Bezug auf die Expression des Luciferase-

Reportergens in Vertretern Antigen-prasentierender Zellen und ein damit verbundener
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moglicher EinfluB auf die Transkription des DQB1 Gens konnte bisher fiir keine der
beiden LTRs nachgewiesen werden. Das DQB1 Gen ist jedoch im Besitz eines eigenen
Promotors, der ebenfalls als funktionelles Ziel beider solitdrer LTRs dienen kdnnte. DQ-
LTR3 und DQ-LTRI13 konnten als Enhancer-dhnliche Elemente auf die Transkription und
damit auch die Expression des DQB1 Gens wirken. Eine vergleichbare Aktivitit, wenn
auch in einem anderen zelluliren Kontext, konnte fiir HERV-H (RTVL-H) LTRs in
transienten Transfektionsversuchen bereits gezeigt werden (Feuchter und Mager 1990).
Die generelle Beteiligung von LTRs an der Regulation der Transkription verschiedener
Gene wurde in mehreren Studien demonstriert (Di et al. 1995; Feuchter-Murthy et al.
1993; Feuchter et al. 1992; Kato et al. 1990; Liu und Abraham 1991). Ein spezieller
Nachweis der transkriptionellen Regulation des DQB1 Gens durch benachbarte LTRs
wurde jedoch bisher nicht erbracht.

Aufgrund ihrer unmittelbaren Nahe zum DQB1 Gen wurde zunichst die Funktionalitit von
DQ-LTRI3 als moglicher Enhancer untersucht. Besondere Beachtung fand dabei ihre
Bedeutung fiir die Risikoallele DQB1*0302 (DQS) und DQB1*0201 (DQ?2). Der Promotor
des Risikoallels DQB1*0302 zeigte unter dem EinfluBl von DQ-LTRI3 in den untersuchten
lymphoblastoiden B- und T-Zellinien eine 4-6-fach hohere Aktivitdt im Vergleich zu der
des Promotors ohne die LTR (siche Abb. 3.4). Dieser Effekt war jedoch abhingig von
Orientierung und Position der LTR relativ zum Promotor. Transfektionen mit zusitzlichen
Konstrukten, die die LTR in reverser Orientierung stromaufwirts vom Promotor und in
normaler und reverser transkriptioneller Orientierung stromabwirts vom Luciferase-Gen
enthielten, ergaben keinen verstirkenden Effekt auf die Expression des Luciferase-Gens.
Demzufolge ist die Wirkung von DQ-LTRI3 auf den Promotor des Risikoallels
DQB1*0302 auf deren natiirliche Position und Orientierung im genomischen Kontext
beschrinkt. Die klassischen Merkmale eines Enhancers, nidmlich dessen Funktionalitét
unabhingig von seiner Orientierung und iiber grofle Entfernungen, sind damit nicht erfiillt.
Man kann die LTR in dem gegebenen Kontext eher als ("upstream regulatory")
stromaufwirts gelegenes regulatorisches Element bezeichnen.

Ein anderes Bild zeigte sich fiir die Wirkung von DQ-LTRI3 auf den Promotor des
Risikoallels DQB1*0201. Dieser Promotor zeigte unter dem Einflufl der LTR eine um den
Faktor 2-3-fach verminderte Aktivitdt (siche Abb. 3.6). Der Effekt der gleichen solitdren
LTR war damit zum einen weniger stark und zum anderen gegenteilig ausgepragt.

Die unterschiedliche Auspragung der Wirkungsweise der LTR bezogen auf die beiden

Risikoallele stimmt mit ihrer unterschiedlichen Risikovermittlung iiberein. Die
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Suszeptibilitit einer Erkrankung an Typ 1 Diabetes mellitus, die von den beiden
Risikohaplotypen DQ2 und DQS vermittelt wird, wird von DQ-LTRI3 ebenfalls auf
unterschiedliche Weise beeinfluflt. Wéhrend fiir den DQS8 Haplotypen die Anwesenheit
von DQ-LTRI3 die Suszeptibilitit erhoht, ist es fiir DQ2 deren Abwesenheit. Die
Signifikanz der erhohten Transmissionsrate von DQS/LTRI3" gegeniiber DQ2/LTRI3
Haplotypen ist wesentlich stirker ausgeprigt (siche Tab. 3.1; p**=2,58x10™ gegeniiber
p**=0,01). Dariiber hinaus ist das durch die beiden Haplotypen vermittelte relative Risiko
einer Erkrankung an Typ 1 Diabetes mellitus unterschiedlich gro3 (siehe Tab. 3.3),
nidmlich 1,81 fiir DOS/LTRI3" gegeniiber 1,54 fiir DQ2/LTRI3". In den funktionellen
Analysen zeigte sich, daB3 genau die LTR-Allel-Kombination eine hohere Aktivitit des
spezifischen Promotors bewirkte, die zuvor in der Familienassoziationsstudie als der
genetische Risikomarker mit der hoheren Signifikanz definiert worden war. Dartiber
hinaus zeigte sogar die Auspridgung der Aktivititssteigerungen Korrelationen zur Grofle
des durch die unterschiedlichen Risikohaplotypen vermittelten relativen Risikos fiir eine
Erkrankung an Typ 1 Diabetes mellitus.

In weiterfithrenden Untersuchungen wurde ein mdglicher zusétzlicher Einflufl der zweiten
im MHC lokalisierten LTR DQ-LTR3 auf DQ-LTRI13 bzw. auf den Promotor des DOBI
Gens analysiert. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.7 dargestellt. Exemplarisch wurde hierfiir
der Promotor des Risikoallels DQB1*0302 ausgewdhlt. DQO-LTR3 zeigte jedoch weder
einen der DQ-LTRI13 vergleichbaren alleinigen EinfluB auf die Aktivitidt des Promotors
noch einen zu dem durch DQ-LTRI3 vermittelten zusitzlichen Effekt. Die solitdire LTR
der Familie HERV-K zeigte damit im genomischen Kontext des MHC beziiglich des
ausgewdhlten IDDM Risikoallels keine iiber die eines genetischen Risikomarkers im

Rahmen einer statistischen Bewertung hinausgehenden funktionellen Eigenschaften.

Das unter der Kontrolle der untersuchten Promotoren stehende DQBI Gen kodiert fiir die
B-Kette des als glykosyliertes o/B-Heterodimer auf der Zelloberfldche exprimierten MHC-
Molekiils (Kappes und Strominger 1988). Dessen Expression wird durch komplexe
Mechanismen gesteuert, die sowohl cis- als auch trans-regulierende Elemente beinhalten
(Benoist und Mathis 1990; Glimcher und Kara 1992).

Es wurden bereits einige trans-regulierende Proteine identifiziert u.a. NF-X1 (Song et al.
1994), NF-Y (Hooft et al. 1990; Mantovani et al. 1992; Mantovani et al. 1994; Reith et al.
1994; Sinha et al. 1995; Zeleznik et al. 1991), YB-1 (Ting et al. 1994; Wolffe 1994) und
NF-J (Sugawara et al. 1995), fiir die eine Bindung an den DQ-Promotor bereits
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demonstriert wurde (Mach et al. 1996). Dariiber hinaus wurde ein allelischer
Polymorphismus in der 5'-flankierenden regulatorischen Region des DQBI Gens
beschrieben, der Auswirkungen auf die transkriptionelle Aktivitdt und die Affinitét fiir
DNA-Bindungsfaktoren hat (Andersen et al. 1991). Ein TG-Dinukleotid-Polymorphismus
an Position -179/-180 innerhalb der sog. "upstream regulatory region" (URR), zwischen
der X- und der W-Box, ist dabei von besonderer Bedeutung (Andersen et al. 1991). Er ist
zum einen nicht in allen DQ-Allelen ausgepriagt und es konnte gezeigt werden, dafl im
Zellkern ein DNA-Bindungsprotein bzw. ein Komplex aus Proteinen existiert, der nur an
Allele bindet, die dieses TG-Dinukleotid enthalten (Shewey et al. 1992). Die mdglichen
DNA-Bindungsproteine sind bisher nicht im einzelnen identifiziert. Die Abwesenheit des
TG-Nukleotids in einigen Allelen bewirkt nicht nur das Fehlen einer potentiellen
Proteinbindungsstelle, sondern verringert zusétzlich den Abstand zwischen der X- und der
W-Box innerhalb der URR. Dies hat einen signifikanten Einflu} auf die Allel-spezifische
Expressionsrate (Beaty et al. 1995).

Wihrend das Allel DQB1*0302 des IDDM Risikohaplotypen DQS§ das TG-Dinukleotid
tragt, fehlt es dem zweiten Risikoallel DQB1*0201 (DQ2) (Reichstetter et al. 1994). In
einem Vergleich zwischen DQB1*0302 (TG-positiv) und DQB1*0301 (TG-negativ)
konnte bereits gezeigt werden, dal die Anwesenheit des TG-Dinukleotids in einer
reduzierten Expression des spezifischen Allels resultiert (Beaty et al. 1995).

Ein dhnlicher Unterschied konnte in der Expression von DQB1*0302 und DQB1*0201
(TG-negativ) bestehen. Moglicherweise kann DQO-LTR13 auf dem Risikoallel DQB1*0302
nur dann positiven Einflul auf die Transkription des spezifischen Gens nehmen, wenn dort
gleichzeitig die bereits erwidhnten DNA-Bindungsproteine an das TG-Nukleotid gebunden
vorliegen. Eine dadurch potentiell stattfindende Wechselwirkung zwischen LTR und
Protein/TG-Komplex konnte iiber einen bisher unbekannten Mechanismus zu einer
erhohten transkriptionellen Aktivitit des Promotors fithren. Im Falle des Allels
DQB1*0201 wiren dessen Interaktionen mit DQ-LTR13 aufgrund des nicht-vorhandenen
Partners fiir die spezifischen DNA-Bindungsproteine mdglicherweise anders ausgeprégt,
die Wirkung der LTR auf den spezifischen Promotor tendenziell negativ-regulatorisch. In
einem solchen Fall wére zwar die Expression des Allels durch die Anwesenheit von DQ-
LTR13 negativ beeinfluflt, die Aktivitdt des Promotors jedoch durch die Abwesenheit des
TG-Dinukleotids natiirlicherweise erhoht. Der Einflufl der retroviralen LTR konnte damit

Risikoallel-spezifisch differentiell ausgeprigt sein.
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Auf der Grundlage dieses Erklarungsmodells wére DQO-LTRI3 als zufillige Integration zu
betrachten, die dadurch charakterisiert ist, daB sie in der Lage ist, eine auf
Sequenzunterschieden innerhalb der Promotorregion des DOBI Gens basierende Differenz
in der Expressionsstirke (Beaty et al. 1995) DQBI1-Allel-spezifisch auszugleichen bzw.
umzukehren. Die LTR konnte auf dieser Basis die im Luciferase Assay beobachtete
unterschiedlich ausgepragte Promotoraktivitit der IDDM Risikoallele DQB1*0201 und
DQB1*0302 bewirken. Eine genaue Analyse der putativen Transkriptionsfaktor-
Bindestellen innerhalb der LTR und die eindeutige Identifizierung von speziellen
Bindungsproteinen innerhalb des Proteinkomplexes im Zusammenhang mit dem TG-
Dinukleotid-Polymorphismus konnte einen Beitrag zur Charakterisierung moglicher

Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Komponenten leisten.

Die genetische Pradisposition fiir eine Erkrankung an Typ 1 Diabetes mellitus, die durch
spezifische DQB1 Allele vermittelt wird, liegt in deren Struktur begriindet (Todd et al.
1987). Die Allele, die Resistenz gegen eine Erkrankung an Typ 1 Diabetes mellitus
vermitteln, tragen an Position 57 ihrer B-Kette Asparaginsdure, wihrend Allele wie
DQB1*0201 und DQBI1*0302, die an dieser Posititon eine neutrale Aminosdure wie
Alanin, Valin oder Serin tragen, eine erhdhte Suszeptibilitit vermitteln (Erlich 1989; Horn
et al. 1988; Todd et al. 1987). Die Anwesenheit einer ungeladenen Aminosdure gegeniiber
einer negativ geladenen konnte die Stabilitidt der o/f-Konformation des Heterodimers
verdndern und so dessen Interaktion mit dem T-Zell-Rezeptor beeintrachtigen (Erlich
1989). Der Mechanismus, durch den spezifische Allele Suszeptibilitit fiir oder Protektion
gegen Diabetes vermitteln, ist noch nicht vollstdndig geklért. Ein Erkldrungsansatz basiert
jedoch darauf, dal suszeptible Molekiile diabetogene Antigene mit einer geringen Affinitit
binden, wéhrend protektive Molekiile eine hohere Affinitdt besitzen (Ridgway und
Fathman 1998). Das wiirde dazu fiihren, da3 im ersten Fall autoreaktive T-Zell-Klone
wihrend der Ontogenese des Immunsystems der negativen Selektion entgehen konnten,
wohingegen im zweiten Fall eine erfolgreiche negative Selektion der potentiell
autoreaktiven T-Zellen im Thymus stattfinde (Ridgway und Fathman 1998).

Ein moglicher Einflull von DQO-LTRI3 in diesem speziellen Kontext konnte darin bestehen,
die Expression der flir Typ 1 Diabetes mellitus "suszeptiblen" Allele zu erh6hen. Dadurch
wiirde das Risiko eines Fehlers in der negativen Selektion vergroBert werden und es

konnten vermehrt potentiell autoreaktive T-Zellen auftreten.
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Es gibt diverse Erklarungsansitze fiir die tatsdchliche Ursache des Ausbruchs von Typ 1
Diabetes mellitus, von denen sich einige mit den unterschiedlichen Populationen von T-
Lymphozyten und deren Autoreaktivitit beschiftigen. Ein begrenztes Repertoire an
autoreaktiven T-Zellen ist auch in jedem gesunden Individuum vorhanden und kann im
Verlauf von Infektionen aktiviert werden (Wucherpfennig und Strominger 1995). Zytokine
scheinen bei diesem Prozess eine Schliisselrolle zu spielen, da sie die notwendigen Signale
liefern. Wenn das Zytokinprofil autoreaktiver T-Zellen sich in Richtung inflammatorischer
Th1-Zellen verschiebt, kann dies zu Autoimmunerkrankungen fiithren (Liblau et al. 1995;
Tian et al. 1998). Die Entscheidung dartiber, ob es zu einer Erkrankung kommt oder nicht,
sowie die Kinetik der Krankheit hidngen jedoch entscheidend von der Zahl autoreaktiver T-
Zellen ab. Die natiirlicherweise in jedem Individuum vorkommende Zahl an naiven
autoreaktiven Zellen und deren Grad an Aktivierung ist im Normalfall zu gering, um eine
Autoimmunerkrankung auszuldsen (Steinman 1996). Wenn jedoch externe Faktoren wie
z.B. eine Virus-induzierte Kreuzreaktivitit oder auch préadisponierende genetische
Faktoren wie die o.a. Risikoallele im MHC auftreten, konnte sich das immunologische
Gleichgewicht verschieben und es wiirde ein Prozel ausgeldost werden, der in
Autoimmunitdt resultieren kann (Steinman 1996). DQO-LTRI13 konnte dabei einen Beitrag
leisten, indem sie die Expression pridisponierender Allele durch An- oder Abwesenheit
spezifisch erhoht und damit die Zahl autoreaktiver T-Zellen gegeniiber gesunden
Individuen, die kein Risikoallel tragen, iiber einen Schwellenwert (Steinman 1996) hinaus
vergrofert.

Der Ausbruch des Typ 1 Diabetes mellitus konnte dariiber hinaus durch die gestorte
Funktion einer spezifischen T-Zell-Population begiinstigt werden. In gesunden Individuen
befinden sich potentiell autoreaktive T-Zellen, die im Fall des Typ 1 Diabetes mellitus
gegen Epitope korpereigener Antigene wie Insulin und Glutamat-Decarboxylase (GAD65)
gerichtet sind (Roep 1996), unter der Kontrolle sogenannter T-Suppressor-Zellen, die
deren Aktivitdit unterdriicken. Kommt es jedoch durch MHC II-vermittelte
Antigenprésentation zu einer Aktivierung autoreaktiver T-Lymphozyten bei gestorter
Suppressorfunktion, kdnnte es zu einer unkontrollierten klonalen Expansion dieser Zellen
kommen, die eine Kaskade spezifischer, gegen die korpereigenen B-Zellen des Pankreas
gerichteter, Reaktionen und unspezifischer Entziindungsreaktionen auslosen wiirde, was
letztendlich eine Zerstorung der Insulin-produzierenden [-Zellen zur Folge hitte
(Rabinovitch und Skyler 1998). Dariiber hinaus zeigen sich auch in den der

Antigenprésentation folgenden Abldufen hiufig Stérungen: verminderte Aktivitidt von T-
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Suppressorzellen (CD8-positiv) gegeniiber GAD65 (Togun et al. 1997), Anstieg der Zahl
zirkulierender CD4-positiver T-Lymphozyten (Petersen et al. 1996) und gesteigerte
Reaktivitdt peripher zirkulierender T-Lymphozyten gegen [B-Zell Membranbestandteile
(Roep et al. 1995). Der genaue Mechanismus dieser Zell-vermittelten Autoimmunitét ist
noch nicht aufgeklart. Haufig diskutiert wird die Beteiligung des Coxsackie Virus B4 an
der Zerstorung der insulinproduzierenden B-Zellen (King et al. 1983). Fiir diesen Aspekt
gibt es zwei mdogliche Erklarungsansitze. Zum einen ist bekannt, dal das Coxsackie B
Virus Inselzellen in vitro, und im Pankreas in vivo, infizieren kann (Jenson und Rosenberg
1984), was gegen eine autoimmunologisch vermittelte Reaktion und fiir eine direkte
Zerstorung der B-Zellen sprechen wiirde. Andererseits ist bereits mehrfach die Moglichkeit
eines molekularen Mimikry zwischen dem Virusprotein P2C des Coxsackie Virus B4 und
dem Autoantigen Glutamat-Decarboxylase (GAD) beschrieben worden (Hou et al. 1994;
Kukreja und Maclaren 2000). Dadurch wiirden autoreaktive T-Lymphozyten in einer
Kreuzreaktion sowohl virale als auch korpereigene Determinanten als fremd erkennen und

zerstoren (Barnett und Fujinami 1992; Baum et al. 1996; Oldstone 1987).

4.3 Einflufl von DQ-LTRI13 auf die Transkriptionsrate ausgewihlter DQB1

Gene in vivo

Die Wirkung von DQ-LTR13 auf die Expression der IDDM Risikoallele DQB1*0201 und
DQB1*0302 iiber deren Promotor wurde in der vorliegenden Arbeit bisher nur in vitro,
basierend auf einem Reportergenassay betrachtet. Die Rolle von DQ-LTRI3 in der sehr
komplexen Atiologie des Typ 1 Diabetes mellitus als putativ regulatorisches Element sollte
dartiiber hinaus in in vivo Analysen im sog. "Nuclear Run-On Assay" charakterisiert und
verifiziert werden. Dabei sollte die tatsdchliche Aktivitit ausgewidhlter Promotoren in
Abhiéngigkeit der LTR in einem Vergleichsexperiment analysiert werden. Da der in vitro
zu beobachtende EinfluB der LTR nicht sehr stark ausgeprdgt war, basierten die
weiterfilhrenden Untersuchungen auf der Verwendung homozygoter B-lymphoblastoider
Zellinien, die flir den betrachteten DQ-Haplotypen homozygot sind und sich nur in der An-
und Abwesenheit der solitiren LTR unterschieden. So wurde zum einen die Beeinflussung
des Ergebnisses durch einen zweiten DQ-Haplotypen ausgeschlossen und die Grundlage
fiir die groBtmogliche, von DQ-LTRI3 ausgehende, Wirkung geschaffen. Jede

Heterozygotie in diesem Bereich wiirde den mdglicherweise zu beobachtenden Effekt
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halbieren. In diesem Fall wiirde die Sensitivitit der verwendeten mRNA-Analysen
moglicherweise nicht ausreichen.

Die Problematik des geplanten Versuchs bestand in der Auswahl des zu analysierenden
Kollektivs. Benotigt wurden fiir die entsprechenden Merkmale homozygote Zellinien oder
Probanden der Haplotypen DQ2/LTRI3" im Vergleich zu DQ2/LTR13 und DOS/LTRI3"
im Vergleich zu DQS8/LTRI3". Etwa 20% der kaukasischen Bevolkerungsgruppe sind
positiv fiir DQ2, wihrend nur etwa 10% positiv fiir DQS8 sind (Marsh et al. 2000), nur
einige davon sind homozygot fiir die betrachteten Merkmale. Aufgrund dieser
Allelverteilung konnten bisher nur DQ2 homozygote Zellinien identifiziert werden, die
nach Genotypisierung fiir DQ-LTRI3 die entsprechenden Anforderungen erfiillten. Fiir
DQ8 wurden nach Typisierung bisher nur homozygot DQ-LTRI3-positive bzw.
heterozygote Zellinien und Individuen identifiziert.

Die in Abb. 3.8 dargestellten Ergebnisse fiir die Zellinien ALJ5 (DQ2/LTR13+) und IBW9
(DQ2/LLTR13-) zeigen zwar fiir die verwendeten Positivkontrollen sehr starke Banden, die
Bindung der radioaktiv markierten RNA an die fiir DQ spezifischen Sonden ist jedoch sehr
schwach ausgeprégt, so daB3 ein quantitativer Vergleich in Abhédngigkeit von DQ-LTRI3
nicht moglich war. Zur Detektion der gebildeten mRNA wurden zwei verschiedene cDNA-
Sonden eingesetzt, die aus RNA unterschiedlicher Zellinien generiert wurden. Fiir keine
der beiden konnte eine sichtbar positivere Reaktion gezeigt werden.

Fiir dieses Ergebnis gibt es zwei Erkldrungsmoglichkeiten, die jedoch beide auf eine
geringe Transkriptionsrate der MHC Klasse II-Gene und damit eine schwache Expression
der Molekiile auf der Zelloberflache der untersuchten Zellinien zuriickzufiihren sind.

Ein Ansatz beruht auf der Verwendung EBV-transformierter Zellinien. Untersuchungen
haben gezeigt, dal die MHC Klasse II-Expression auf EBV-transformierten Zellen, die
sich in der Phase des lytischen Zyklus befinden, um etwa 40-50% reduziert ist (Keating et
al. 2002). Dies konnte zu einer Abschwichung des Signals im Nuclear Run-On Assay
fiihren und moglicherweise sogar die Nachweisgrenze unterschreiten.

Der zweite Ansatz basiert auf der gegebenen Regulation der MHC Klasse II Expression
auf der Zelloberfliche. Die EBV-transformierten B-Zellen wurden fiir die Untersuchungen
ausgewdhlt, da sie als Vertreter der Antigen-prasentierenden Zellen konstitutive MHC
Klasse II-Molekiile auf ihrer Oberfliche exprimieren. Die konstitutive oder auch basale
MHC Klasse II-Expression positiver Zellen wird abhingig vom Entwicklungsstatus der
Zelle reguliert, kann jedoch durch unterschiedliche Stimuli moduliert werden. Fiir B-Zellen

ist IL-4 der Regulator mit der hochsten Effektivitit (Burstein et al. 1991; Erb et al. 1994).
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Generell wird die Expression der MHC Klasse II-Gene auf der Stufe der Transkription
reguliert. Sowohl die konstitutive als auch die induzierbare Form der Expression werden
durch den Transaktivator CIITA vermittelt (Steimle et al. 1994), der dabei die Rolle eines
tibergeordneten Regulators iibernimmt (Mach et al. 1996; Reith et al. 1995).
Untersuchungen haben gezeigt, dall es zu einer strikten Co-Expression von CIITA und
MHC II kommt, die sowohl qualitativ als auch quantitativ korreliert (Otten et al. 1998).
Bisher konnte keine direkte Bindung von CITA an den MHC Klasse II-Promotor
beobachtet werden (Steimle et al. 1993). Man vermutet deshalb, dal CIITA als eine Art
Co-Aktivator seine Wirkung entfaltet (Steimle et al. 1993), der mit Faktoren interagiert,
die an MHC Klasse II-Promotoren binden (Steimle et al. 1993; Zhou und Glimcher 1995).
Dieser Co-Aktivator wird wiederum durch unterschiedliche IFN-y-Konzentrationen
reguliert (Otten et al. 1998). Ein mogliches Regulationsmodell fiir die Kontrolle der MHC
Klasse II-Expression, beruhend auf der spezifischen Aktivierung unterschiedlicher

Promotoren, ist in Abb. 4.1 gezeigt.

gewebsspezifische IFN-y
konstitutive . J k‘l/ °
Aktivierung induzierbare aKd
/ \Aktivierung STAT 1

I O I I ¢

Xy
X2
MHC Klasse I

Abb. 4.1 Schematische Darstellung des Promotor-
spezifischen Kontrollmechanismus zur CIITA- und
MHC II-Expression modifiziert nach Mubhlethaler-
Mottet et al. (1997)

Dieses Modell basiert auf der Entwicklung eines Promotor-Systems zur Feinregulation der

CIITA-Expression durch unterschiedliche Transkriptionsfaktoren, die an verschiedene
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Promotoren binden und in unterschiedlichen Zelltypen auf variable Signale reagieren
(Mubhlethaler-Mottet et al. 1997).

Die sehr schwach ausgepridgten Banden des Nuclear Run-On Assays lassen eine sehr
geringe Expression der MHC Klasse 1I-Molekiile auf der Zelloberflache der untersuchten
Zellen vermuten. Dies konnte auf eine fehlende Induktion durch unterschiedliche Stimuli
zurlickzufiihren sein. Eine Behandlung der Zellen mit IL-4 bzw. IFN-y vor der eigentlichen
Analyse konnte zu einer verstirkten Transkription der entsprechenden Gene fithren und
damit die nachzuweisende Menge an neu gebildeter mRNA deutlich erhdhen.

Zukiinftige Untersuchungen mit dem Ziel der eindeutigen Charakterisierung des Einflusses
von DQ-LTR13 auf ausgewihlte DQBI-Promotoren in vivo sollten unter Verwendung von
Zellen stattfinden, die vor der Zellkernisolierung unter unterschiedlichen
Kulturbedingungen gehalten wurden. Dazu miifite in einem Vorversuch der Einflul von
IL-4 und IFN-y auf die MHC Klasse II-Expression in B-Zellen z.B. in FACS-Analysen
definiert werden. Zusédtzlich wére es sinnvoll primdre Antigen-présentierende Zellen
definierter DQ-Haplotypen zu verwenden, um einen moglichen EinfluB der EBV-
Transformation auf die Expression der MHC Klasse II-Molekiile auszuschlieen.
Weitergehende Untersuchungen zur transkriptionsregulatorischen Wirkung von DQ-LTR13
in vivo unter Einbeziehung interner Faktoren wie z.B. der Wirkungsweise unterschiedlicher
Transkriptionsfaktoren oder externer Faktoren wie z.B. Virusinfektionen konnten einen

Beitrag zur Aufklirung der multifaktoriellen Atiologie des Typ 1 Diabetes mellitus leisten.
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5. Zusammenfassung

Der Typ 1 Diabetes mellitus (IDDM) ist eine multifaktorielle Erkrankung deren Risiko zu
50-60% von genetischen Faktoren vermittelt werden, wobei dem HLA-System auf
Chromosom 6 (IDDMI1) eine Schliisselrolle zugesprochen wird. Innerhalb dieser
Genregion befinden sich die beiden solitdren retroviralen "long terminal repeats" (LTRs)
DQ-LTR3 und DQ-LTRI3. Sie konnen theoretisch mit Hilfe ihrer regulatorischen Elemente
die Expression benachbarter funktioneller Gene beeinflussen. Im Rahmen der
Fragestellung nach einer mdglichen Funktion retroviraler LTRs im Kontext des Typ 1
Diabetes mellitus ist das unmittelbar benachbarte DOBI Gen ein Kandidatengen von
besonderer Bedeutung.

Im Rahmen einer Familienassoziationsstudie wurde DQ-LTR13 als potentieller genetischer
Risikomarker charakterisiert und es konnte gezeigt werden, daBl die Haplotypen
DOS/LTRI13" und DQ2/LTRI3 signifikant hiufiger transmittiert werden als bei einer
zufdlligen Vererbung erwartet. Gleichzeitig unterscheidet sich ihr Segregationsmuster
signifikant von dem der Haplotypen DQS8/LTRI3 und DQ2/LTRI3". Das
Kopplungsungleichgewicht zwischen DQO-LTR3 und DQ-LTR13 ist so ausgeprégt, daf} sie
zwar préferentiell aber nicht ausschliefSlich zusammen auf einem Haplotypen vorkommen.
Die Wahrscheinlichkeit einer Erkrankung an IDDM in Zusammenhang mit einem der
beiden Risikohaplotypen DQS/LTRI3" bzw DQ2/LTRI3 liegt bei 76% bzw. 68%.
Aufgrund dieser Ergebnisse ist DQ-LTRI3 insgesamt als unabhingiger genetischer
Risikomarker fiir Typ 1 Diabetes mellitus zu bewerten, zusitzlich zu den bekannten
Risikohaplotypen DQS8 und DQ?2 und unabhéngig von DQ-LTR3.

Im Rahmen funktioneller Analysen unter Verwendung eines Reportergen-Assays konnte
nach Transfektion diverser EBV-transformierter lymphoblastoider B-Zellen fiir keine der
beiden LTRs die Fahigkeit nachgewiesen werden, als eigenstindiger Promotor auf die
Expression des Reportergens Luciferase zu wirken. Diese Fahigkeit konnte auch nicht
durch die Gabe von Hydrocortison bzw. B-Estradiol induziert werden.

DQ-LTRI3 ist jedoch in vitro in der Lage, abhingig von transkriptioneller Orientierung
und Position, iiber den Promotor des DQB1 Gens verstirkend auf die Expression des
Luciferase-Gens zu wirken. Dieser Effekt ist dariiber hinaus, beziiglich der beiden
Risikoallele DQB1*0302 und DQB1*0201, differentiell ausgeprégt. Eine Verifizierung des
beobachteten Effekts in vivo war im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit leider nicht

moglich.
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CTLA4
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DNA
dNTP
EDTA
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EBV
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GAD
Gag
GRE
HERV
HIV
HLA
HRR
HSRV
HTLV
IDDM
IFN
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Abkiirzungsverzeichnis

Abbildung

Antigen prasentierende Zelle ("antigen presenting cell")
Asparaginsdure

Basenpaar

Rinderserum-Albumin ("bovine serum albumine")
Immunzellenoberflichenmarker("cluster of differentiation")
Konfidenzintervall

zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes Antigen 4
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsdure ("deoxyribonucleic acid")
Desoxyribonukleotid-Trisphosphat
Ethylendiamintetraessigsiure

Oberflichenmolekiil der Retroviren ("envelope")

Epstein-Barr Virus

Estrogen-responsives Element ("estrogen responsive element")
erweiterter TDT ("extended transmission distortion test")
Fotales Kdlberserum

Erdbeschleunigung (gravitation 9,84 N/kg?)
Glutamatdehydrogenase ("glutamic acid dehydrogenase™)
Polyprotein der Struktur-Virusproteine ("group specific antigen")
Glucocorticoid-responsives Element ("glucocorticoid responsive element")
humanes endogenes Retrovirus ("human endogenous retrovirus")
humanes Immundefizienz Virus

humanes Leukozyten Antigen ("human leucocyte antigen")
"haplotype relative risk"

humanes Spumaretrovirus

humanes T-lymphotropes Virus

Typ 1 Diabetes mellitus ("insulin-dependent diabetes mellitus")
Interferon

Kilobasen

Kilodalton

Kopplungsungleichgewicht ("linkage disequilibrium")
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LTR
MHC
MLV
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M-PMV
mRNA
m/w
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NIDDM
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NPV
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PCR
PPT
RNA
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PPV
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RSV
RT
SD
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SP
SSC
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TBE
TCR

"long terminal repeat"
Haupthistokompatibilitdtskomplex ("major histocompatibility complex")
murines Leukdmievirus

"maturity-onset diabetes of the young"

Mason-Pfizer monkey virus

"messenger ribonucleic acid"

Verhéltnis minnlich/weiblich

nicht bestimmt

Typ 2 Diabetes ("non-insulin-dependent diabetes mellitus")
"non-obese diabetes"

"negative predictive value"

nicht transmittiert

Nukleotid

optische Dichte

offener Leserahmen ("open reading frame")

Plasmid

Phosphat gepufferte Saline ("phosphate buffered saline")
Polymerase Kettenreaktion ("polymerase chain reaction")
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Ribonukleinsédure ("ribonucleic acid")

Polymerase

"positive predictive value"

Protease
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Rous-Sarcoma Virus

reverse Transkriptase

Standardabweichung ("standard deviation")
Natriumdodecylsulfat

Streptomycin, Penicillin

Natriumcitrat ("saline sodium citrate")

transmittiert / Transmission

Tris-Essigsdure-EDTA

Tris-Borsdure-EDTA

T-Zellrezeptor ("T cell receptor")
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TDT
TNF
Tris

U
URR
uv
VLP
VNTR
WHO

"transmission disequilibrium test"
Tumornekrosefaktor ("tumor necrosis factor")
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Einheit ("unit")

"upstream regulatory region"

ultraviolett

"virus-like particles"

"variable number of tandem repeats"

Weltgesundheitsorganisation ("World Health Organization")
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