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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Psoriasis

Die Schuppenflechte (Psoriasis vulgaris) ist eine haufige, chronisch-entziindliche
Erkrankung, die durch charakteristische silbrig schuppende, erythematosquamdse
Plagues an der Haut gekennzeichnet ist. |hre Manifestation wird durch das
Zusammenspiel genetischer, immunologischer sowie endogener und exogener
Faktoren beeinflusst (Elder et al., 2001). Sie betrifft etwa 2 % der Bevolkerung weltweit
(Griffiths et al., 2007) und mindert die Lebensqualitat Betroffener erheblich (Gupta et al.,
1993). Im klinischen Bild heterogen kann die Psoriasis Pradilektionsstellen wie die
Extremitatenstreckseiten und das Capillitium bis hin zum gesamten Integument befallen
sowie Nagel onycholytisch und dystrophisch verandern. Bei bis zu 30 % der Patienten
geht die Psoriasis mit einer Psoriasisarthritis einher (Reich et al., 2009; Gladman et al.,
2005). Der Verlauf der Schuppenflechte gestaltet sich chronisch oder schubartig, wobei
die Schuppenflechte in jedem Stadium spontan remittieren oder ganz ausheilen kann.
Die Psoriasis vulgaris stellt mit einem Anteil von 80 bis 90 % die haufigste
Manifestationsform dar. Daneben existieren Kklinisch und genetisch abweichende
Sonderformen wie die Psoriasis pustulosa, die durch eine intraepidermale sterile
Pustelbildung gekennzeichnet ist (Asumalahti et al., 2003). Auslésende Triggerfaktoren
der Psoriasis konnen mechanischer, infektioser (z. B. Tonsillitis durch -
hamolysierende Streptokokken) (Skov et Baadsgaard, 2000), psychosomatischer oder
medikamentoser Art (B-Blocker, Chloroquin, Lithium, IFNa bzw. IFNy) sein (Ockenfels
H.M. et al., 2003). Auch klimatische Bedingungen scheinen Einfluss auf die Aktivitat zu
nehmen und verbessern im Falle der UV-Strahlung zumeist den Krankheitszustand. Auf
zellularer Ebene ist die Psoriasis durch eine epidermale Hyperproliferation mit einer 10-
fach erhdhten mitotischen Aktivitat des Stratum basale sowie durch eine inkomplette
Differenzierung der Keratinozyten charakterisiert. Dies manifestiert sich histologisch in
Form einer Hyperkeratose, Hyperparakeratose und Akanthopapillomatose. Darluber
hinaus findet man Ansammlungen neutrophiler Granulozyten innerhalb der Epidermis,
eine Proliferation und Dilatation des superfiziellen dermalen Kapillarplexus sowie ein
perivaskuldres inflammatorisches Infiltrat in der oberen Dermis (Kerl et al,
Histopathologie der Haut, Kapitel 9, 2003).
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1.2 Epidemiologie der Psoriasis

Die Psoriasis zeigt eine weltweite Verbreitung mit einer Abhangigkeit ihrer Pravalenz
von Rasse und Geographie. Die grolte Pravalenz weist sie in Nordeuropa und
Skandinavien mit 3 % auf. In Japan ist die Schuppenflechte bei 0,2 % der
Gesamtbevolkerung zu finden. Bei den indianischen Ureinwohnern Amerikas existiert
sie nahezu nicht (Barker, 2001; Yip, 1984). Sie betrifft Manner und Frauen
gleichermallen. Weitere Untersuchungen ergaben, dass Psoriasis-Patienten
Uberzufallig haufig von bestimmten Komorbiditdten wie Diabetes mellitus, Adipositas,
Hypertonie, koronare Herzerkrankung und Hyperlipoproteinamie betroffen sind
(Boehncke et Sterry, 2009). Ein weiteres epidemiologisches Merkmal der Psoriasis
stellt die Altersverteilung dar. Es finden sich zwei Peaks bezlglich des Zeitpunktes des
Krankheitsausbruches: ein Erster zwischen dem 20. und 30. Lebensjahr und ein
kleinerer Zweiter zwischen dem 50. und 60. Lebensjahr. Dies flhrte zu der Erkenntnis,
dass zwei verschiedene Formen der Psoriasis existieren mussen (Henseler et
Christophers, 1985). Die Typ 1-Psoriasis ist durch eine Erstmanifestation vor dem 40.
Lebensjahr, eine positive Familienanamnese sowie durch eine Assoziation mit HLA-
Cwo, -B13, -B17, -B57 und -DR7 gekennzeichnet (Russel et al., 1972; Brenner et al.,
1978; Tsuji et al., 1979; Tilikainen et al., 1980; Gottlieb et Krueger, 1990; Henseler et
Christophers, 1985). Demgegenuber treten bei der Psoriasis Typ 2 erste
Krankheitserscheinungen nach dem 40. Lebensjahr auf, und eine familidare Haufung
fehlt. Anders als bei der Typ 1-Psoriasis zeigt sich eine Uberreprasentation von HLA-
Cw2 und HLA-B27 (Schmitt-Egenolf et al., 1993; 1996).

1.3 Pathophysiologie der Psoriasis

Die Psoriasis wird heutzutage als eine T-Zell-vermittelte Erkrankung angesehen, die
zumindest partiell auf einer Interaktion zwischen aktivierten T-Zellen und
antigenprasentierenden Zellen basiert und massgeblich durch IFNy, IL-1 und TNFa
getriggert wird (Elder et al., 2010). Die tragende Rolle der T-Zellen wurde in einem
chimaren Tiermodell dargestellt, bei dem humane, nicht-lasionale psoriatische Haut auf
immundefiziente SCID (severe combined immunodeficiency)-Mause transplantiert
wurde. Erst die Injektion aktivierter CD4"-T-Lymphozyten von Psoriasis-Erkrankten in
die transplantierte Haut induzierte im Bereich der Hauttransplantate die Manifestation
einer Psoriasis (Wrone Smith et Nickoloff, 1996; Nickoloff et Wrone Smith, 1999).

Unterstitzung fand diese These durch die therapeutische Wirksamkeit des T-Zell-
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selektiven Immunsuppressivums Cyclosporin A (Ellis et al., 1986; Griffiths et al., 1986)
und von monoklonalen Anti-CD3- sowie Anti-CD4-Antikérpern (Weinshenker et al.,
1989; Gottlieb et al., 2000), womit dariiber hinaus den CD4'-T-Lymphozyten eine
Schlisselrolle zugeschrieben wurde. Ein pathogenetisches Zusammenspiel von CD4"-
und CD8*-T-Lymphozyten wird jedoch vermutet. Wahrend die CD4*-T-Lymphozyten in
der oberen Dermis Uberwiegen (Szabo et al., 1998), exprimieren viele der klonal
expandierten epidermalen T-Zellen in den psoriatischen Plaques CD8 (Chang et al.,
1994).

Im Folgenden sollen die pathophanomenologischen Grundziige der Psoriasis
dargestellt werden: Dermale Infiltrate von CD4'-T-Lymphozyten erscheinen in der
frihen Psoriasis-Lasion bereits vor epidermalen Veranderungen (Bjerke et al., 1978;
Prinz, 2003). Die Entzindung in einer psoriatischen Plaque wird durch Gedachtnis-T-
Zellen (CD4" und CD8") getragen (Bos et al., 1989). Die Ansammlung aktivierter
Gedachtnis-T-Zellen in der psoriatischen Lasion wird durch die Interaktion
verschiedener Glykoprotein-Liganden und Chemokin-Rezeptoren auf der T-Zell-
Oberflache mit diversen Adhasionsmolekilen des GefalRendothels der papillaren
Gefalle vermittelt (Prinz, 2003). Man vermutet, dass die Gedachtnis-T-Zellen dabei
durch standige Prasentation eines bis dato unbekannten Psoriasis-Autoantigens
proliferieren. Eine experimentelle Unterbrechung der Antigenprasentation, z. B. durch
Blockierung kostimulatorischer Molekule hat die Ruckbildung der Lasion zur Folge. Die
psoriatischen T-Zellen exprimieren hochaffine |L-2-Rezeptoren und vermitteln die
psoriatischen Hautveranderungen durch Sekretion eines besonderen Zytokinmusters,
das auch in vitro die Proliferation von Keratinozyten steigern kann (Prinz et al., 1994).
Das Zytokinmuster bei der Psoriasis beinhaltet IFNy, TNFa und -f im Zusammenspiel
mit den Interleukinen IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8 und IL-19 sowie dem Granulozyten-
Makrophagen-Kolonie-Stimulationsfaktor (GM-CSF) (Vollmer et al., 1994; Lowes et al.,
2007). In den letzten Jahren sind die Zytokine IL-17, IL-22 und IL-23 in den Fokus bei
der Pathogenese der Psoriasis gerlckt (Piskin et al., 2006; Nograles et al., 2008). IL-23
gehort zu der IL-12-Zytokinfamilie und stimuliert eine neue Linie von Effektor-CD4*-T-
Zellen (Th17-Zellen). Diese unterscheiden sich von den Th1- und Th2-Zellen durch die
Produktion von IL-17 und bieten adaptive Immunitdt gegen spezifische Pathogene
(Steinman, 2007). Fur die Psoriasis wurde dargelegt, dass [|IFNy myeloide
antigenprasentierende Zellen dazu anregt, IL-1 und IL-23 zu produzieren und damit die

Expansion von Th17-Zellen stimuliert. Eine besondere Rolle kommt dem
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proinflammatorischen TNFa zu, das bei der Antigenprasentation,
Makrophagenaktivierung und Leukozytenansammlung mitwirkt (Gudjonsson et Elder,
2007). So werden TNFa-Antikdrper therapeutisch erfolgreich eingesetzt. Anhand des
Zytokinmusters (Produktion von IFNy und Abwesenheit von IL-4) lasst sich die
Wirkungsweise einer Th1-Reaktion erkennen (Liu et al., 2007). Im Einklang mit einer
Th1-artigen Differenzierung der psoriatischen T-Zell-Antwort kdnnen die therapeutisch
verabreichten Th2-Zytokine IL-4 und IL-10 die Psoriasis zur Abheilung bringen
(Asadullah et al., 1998, Ghoreschi et al., 2003). Die stimulierte Epidermis produziert
neben den genannten Zytokinen noch die proinflammatorischen Zytokine IL-1 und IL-20
sowie TGFa und VEGF (vascular endothelial growth factor). Eine Folge dessen ist die
Aktivierung der dermalen Endothelzellen mit Induktion der Selektine und die durch
ICAM-1 und VCAM bedingte Weitstellung der Gefale und Neovaskularisation (Barker,
1991).

1.4 Genetik der Psoriasis

1.4.1 Genetische Pradisposition

Bereits 1963 stellte G. Lomholt unter den Einwohnern der Farder-Inseln eine deutlich
héhere Krankheitsinzidenz der Psoriasis bei erst- und zweitgradigen Verwandten
betroffener Patienten gegenuber nicht verwandten Individuen fest (Lomholt, 1963).
Einen weiteren deutlichen Hinweis fur einen genetischen Hintergrund der Psoriasis
erbrachten Zwillingsstudien. Hier zeigte sich eine bis zu 72%ige Konkordanz fur die
Psoriasis bei monozygoten Zwillingen im Gegensatz zu einer 15 bis 23%igen
Konkordanz bei dizygoten Zwillingen (Brandrup et al., 1982; Farber et al., 1974). In
Australien ergab sich ein Verhaltnis von 35 % versus 12 %, was der therapeutisch
wirksamen Sonneneinstrahlung zugeschrieben wird (Duffy et al., 1993). Des Weiteren
stellte man fest, dass monozygote Zwillinge, sofern sie eine Konkordanz fir die
Schuppenflechte aufweisen, groRe Ahnlichkeiten bezlglich der Auspragung der
Psoriasis, des Manifestationsmusters und des Zeitpunktes der Erstmanifestation
zeigen. Auch dies weist auf den Einfluss genetischer Faktoren hin. Dennoch erreicht die
Konkordanz auch unter monozygoten Zwillingspaaren niemals 100 %, womit den
Umwelteinflissen bei der Krankheitsexpression groRe Bedeutung zugesprochen wird
(Barker, 2001).
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1.4.2 Kopplungsungleichgewicht (linkage disequilibrium)

Bei der Vererbung der Psoriasis ist ein wesentlich beeinflussender Faktor das
Phanomen des Linkage Disequilibrium (LD), auch Kopplungsungleichgewicht genannt.
Dieses beschreibt die nicht zufallige Assoziation von Allelen zweier getrennter Loci
infolge ihrer physikalischen Nahe und dem Fehlen von Rekombination zwischen ihnen
(Jenisch et al., 1999a). Voraussetzung hierfur ist, dass ein potentielles Risikoallel von
einem frihzeitig entstandenen Vorfahrenhaplotypen abstammt und Uber eine Vielzahl
von Generationen weitergegeben  wurde  (Foundereffekt). ~ Wahrend der
Vorfahrenhaplotyp durch Rekombination zerbrach, wurden die Markerallele, die in
enger Nachbarschaft zu dem Risikoallel lagen, gemeinsam mit diesem vererbt und
lassen sich daher hoher frequentiert als Ublich nach Crossing over unter betroffenen
Patienten nachweisen. Auch im Falle der Psoriasis ist die Ursache des LD in der
geringeren Rekombinationshaufigkeit im HLA-Bereich auf Chromosom 6 zu sehen,
wodurch in der kaukasischen Bevodlkerung relativ. wenige Uberreprasentierte
Vorfahrenhaplotypen erhalten sind (Degli-Esposti et al., 1992). Das LD erklart die
weltweit starke Assoziation der Psoriasis zu HLA-Cw6, obwohl umstritten ist, ob HLA-
Cwb selbst das ausldsende Krankheitsallel darstellt (Jenisch et al., 1999a; Elder et al.,
2001).

1.4.3 Genetische Analysen

Assoziations- und Kopplungsanalysen werden als Untersuchungsmethoden von
genetisch bedingten Erkrankungen herangezogen. Assoziationsanalysen beruhen auf
Populationsfrequenzen und untersuchen die Korrelation zwischen einer Erkrankung und
dem Allel eines Verdachtsgens. Kopplungsanalysen hingegen basieren auf der
gemeinsamen Transmission von Markern und krankheitsassoziierten Genen innerhalb
von Stammbaumen (Lander et Schork, 1994).

Der von Spielmann et al. 1993 entwickelte Transmission-Disequilibrium-Test
(TDT, Transmissions-Ungleichgewichts-Test), urspranglich basierend auf
Erkrankungsfall-Eltern-Trios, vergleicht eine erwartete Anzahl von Transmissionen und
Non-Transmissionen eines Markerallels von heterozygoten Eltern auf ihren erkrankten
Nachkommen anhand von Populationsfrequenzen. Hiermit kann die Kopplung zwischen
Marker-Locus und einem Suszeptibilitdtslocus bei durch Linkage disequilibrium-
bedingten Assoziationen und damit die Abweichung von erwarteten Werten untersucht

werden (Spielman et al., 1993).
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Die von der Arbeitsgruppe um te Meerman entwickelte Haplotyp-Sharing-Statistic
(HSS)-Methode erfasst gleiche Haplotypen. Hierbei wird die Anzahl von gemeinsamen
Markerintervallen um jeden einzelnen Marker von Haplotypen einer Patientengruppe im
Vergleich zu Haplotypen einer Kontrollgruppe gemessen (te Meerman et al., 1995; van
der Meulen et al., 1997; Beckmann et al., 2001). Als Indiz flr einen Krankheitslocus
wird ein Uberschuss gemeinsamer Haplotypen bei der Patientengruppe gewertet.
Dieses Verfahren erfasst die absolute Lange des gemeinsamen Genabschnitts von
Patientenhaplotypen. Die Lange stellt hierbei ein Mald fur die Wahrscheinlichkeit dar,
dass verschiedene Haplotypen identical by descent (IBD), also identisch aufgrund ihrer
Abstammung sind. Die HSS-Methode wird insbesondere dem Linkage disequilibrium
gerecht, da sie sich auf Haplotypen und nicht auf Einzelloci fokussiert. Zudem erganzt
und verstarkt sie die Aussage des TDT, da sie einen anderen Parameter untersucht
(Nolte et te Meerman, 2002) und eine hohe Auflésung der Feinkartierung zeigt
(Beckmann et al., 2001; Nolte et te Meerman, 2002).

1.4.4 Humaner Haupthistokompatibilitaitskomplex (MHC/HLA)

Im menschlichen Organismus ist die Prasentation von Antigenen bzw.
Antigenfragmenten eine Voraussetzung fur die Immunantwort. Dabei erfolgt die
Prasentation von intrazellularen oder internalisierten Proteinen mit spezifischen
Membranproteinen des Haupthistokompatibilitatskomplexes (major histocompatibility
complex, MHC) auf der Zelloberflache. Die MHC-Region umfasst ca. 4 Megabasen (4
Millionen Basenpaare) auf dem Chromosom 6p21.31 und besteht aus 224 Gen-Loci,
von denen 128 als ,Exprimierte“, zumeist hochpolymorphe Gene identifiziert wurden
(MHC-Sequencing consortium, 1999). Zu diesen zahlt ein komplexes, autosomal-
kodominant vererbtes System von Gewebeantigenen, den HLA (humane
Leukozytenantigen)-Molekulen. Sie kommen in den Klassen [, Il und Ill vor und
differieren in Aufbau und Funktion. Die telomerisch gelegenen Klasse I-Molekulle HLA-
A, -B, und -C finden sich auf allen kernhaltigen Zellen und Thrombozyten. Die HLA-
Klasse |-Molekiile prasentieren gegeniiber den zytotoxischen CD8-T-Zellen
intrazellular synthetisierte Proteine. Die zentromerisch gelegenen Klasse I[I-Molekule
HLA-DR, -DQ und -DP werden auf antigenprasentierenden Zellen exprimiert und
prasentieren gegeniber den CD4'-T-Zellen extrazelluldre, durch Endozytose
aufgenommene und lysosomal fragmentierte Antigene. Die mittig gelegenen HLA-

Klasse [lI-Molekule kodieren far diverse Komplementfaktoren und
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Tumornekrosefaktoren (Trowsdale et al., 1991; Basiswissen Biochemie mit
Pathobiochemie, 3. Auflage, 1999).

1.4.5 Psoriasis-Kandidatengene

Genetische Epidemiologie-Studien verweisen seit mehreren Jahrzehnten auf den
genetischen Hintergrund der Psoriasis, schliellen jedoch den einfachen Mendelschen
Erbgang aus (Elder et al., 1994; 2001; Capon et al., 2002). Es wird vermutet, dass
Veranderungen in mehreren Genen, die aufeinander einwirken - ,Epistasis® - in
Kombination mit Umwelteinflussen fur die Manifestation der Psoriasis verantwortlich
sind (Barker et al., 2001). Einige der involvierten Gene scheinen den Schweregrad
durch Regulierung der Entzindung und Immunitdt zu kontrollieren, bei anderen
vermutet man einen krankheitsauslosenden Effekt fur die Psoriasis (Elder et al., 2001).
Ein schwerwiegendes Hindernis auf der Suche nach der fur die Psoriasis
verantwortlichen Mutation(en) besteht darin, dass die MHC-Region &aulerst
variationsreich und von stark ausgedehnten (extended) Haplotypen gekennzeichnet ist.
Im Zusammenspiel mit der niedrigen Rekombinationsrate im Vergleich zu der
genomweiten Rate (Walsh et al., 2003) fuhrt dies zu dem oben beschriebenen hohen
Grad an linkage disequilibrium innerhalb des HLA-Bereiches, was zu positiven
Assoziationen von genomischen Sequenzen selbst bei einer Entfernung von einer 1 MB
fuhrt. Somit ist unklar, ob positive Assoziationen auf eine direkte Beteiligung

vorgeschlagener Verdachtsloci schlieRen lassen oder auf das LD zurtckzuflhren sind.

1.4.6 Psoriasis-Suszeptibilitats-Locus 1 (PSORS1)

Der einzige Locus, dem erstmalig vor 35 Jahren und seitdem konstant eine genetische
Assoziation vornehmlich mit der Typ 1-Psoriasis nachgesagt wird, ist der HLA-Klasse |-
Locus auf Chromosom 6. Dieser wird als Psoriasis-Suszeptibilitdts-Locus 1 (PSORS1)
bezeichnet (Russel et al., 1972; Brenner et al., 1978; Morhenn et al., 1979; Henseler T
et al., 1985; Trembath et al., 1997; Nair et al., 1997; Burden et al., 1998; Lowes et al.,
2007). PSORS 1 befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 (6p21.3) und ist
Teil eines zwei Megabasen langen Vorfahrenhaplotypen EH 57.1 (extended haplotyp)
(Schmitt-Egenolf et al., 1993; Jenisch et al.,, 1998). Der Haplotyp EH 57.1 wird als
genetisch konservierter Satz vererbt und beinhaltet folgende Allele: Cw6-B57-
DRB1*0701-DQA1*0201-DQB1*0303. In der Literatur tauchen neben HLA-Cw6 diverse

Kandidatengene des Locus 6p21.3 auf: MICA (major histocompatibility complex class
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| chain-related gene A) (Burden, 2000), Corneodesmosin (CDSN) (Jenisch et al.,
1999b; Allen et al., 2001; Schmitt-Egenolf et al., 2001; Capon et al., 2003; Orru et al.,
2002; Chang et al., 2006), POU5F1 (POU class 5 homeobox 1, auch bekannt als
octomer-binding transcription factor-3, OTF3) (Gonzalez et al., 2000), HCR (a-helix
coiled-coil rod homolog, auch bekannt als putative gene 8 protein, Pg8) (Asumalahti et
al., 2002; Elomaa et al., 2004), TCF19 (Transkriptionsfaktor 19) (Oka et al., 1999),
PSORS1C2 (psoriasis susceptibility 1 candidate 2, auch bekannt als SPR1) und
PSORS1C1 (auch bekannt als SEEK1) (Holm et al., 2003) und PSORS1C3 (Chang et
al., 2006). Jedes der Allele zeigt Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide
polymorphism, SNP), die potentiell mit der Psoriasis assoziiert sein konnen.

Trager des Haplotypen EH 57.1 haben ein 26-fach erhdhtes Risiko, an einer Typ 1-
Psoriasis zu erkranken. Dabei sind die HLA-Klasse |-Molekile Cw6 und B57 mit einem
signifikant hdheren relativen Risiko fur die Entwicklung einer Typ 1-Psoriasis gegenuber
denen der Klasse |l assoziiert (Schmitt-Egenolf et al., 1996; Tiilikainen et al., 1980;
Henseler T et al.,, 1985; Enerback et al., 1997b; Jenisch et al., 1998; Mallon et al.,
1999). Viele unabhangige Arbeitsgruppen verifizierten die Assoziation von HLA-Cw6 in
Fall-Kontroll-Assoziationsstudien (Enerback et al., 1997a; Mallon et al., 1997; Tiilikainen
A et al., 1980) und Kopplungsanalysen (Burden et al., 1998, Trembath et al., 1997; Nair
et al., 1997). Homozygotie fur HLA-Cw6 geht mit einem zweieinhalbfach erhdhten
Risiko fur die Entwicklung einer Psoriasis gegenuber Cw6-Heterozygoten einher
(Gudjonsson et al., 2003). Nichtsdestotrotz sind nicht alle Psoriasis-Patienten Trager
des HLA-Cw6-Haplotypen, und in verschiedenen Studien konnte die positive
Assoziation mit HLA-Cw6 nicht bestatigt werden (Allen et al., 2005; Ameen et al., 2005;
Schmitt-Egenolf et al., 2001). Daher wurde wiederholt vermutet, dass HLA-Cw6 selbst
nicht das Suszeptibilitatsgen darstellt (Jenisch et al., 1999b; Leder et al., 1998; Elder et
al., 2001). Diverse Arbeitsgruppen sehen die Lokalisation von PSORS1 auf dem
gleichen Chromosom (Elder et al., 2001) telomerisch von HLA-Cw6 (Oka et al., 1999;
Nair et al., 2000; Teraoka et al., 2000; Martinez-Borra et al., 2003; 2005; Foerster et al.,
2005).

1.4.6.1 Die RH1/RH2-Zielregion fiir PSORS1 (Nair et al., 2000)

Um das Zielintervall fur PSORS1 weiter einzugrenzen, fuhrten Nair et al. einen 339
Familien umfassenden Typ 1-Psoriasis-Haplotypen-Pool auf rekonstruierte

Ursprungshaplotypen zurtick, die nach maximaler Ahnlichkeit in Clustern gruppiert und
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mittels des Transmission-Disequilibrium-Tests (TDT) analysiert wurden. 62
Mikrosatellitenmarker kartierten raumlich den MHC-Komplex auf Chromosom 6
besonders engmaschig um die HLA-Klasse | (siehe Abbildung 1.1). Dabei wurden
sechs Hauptcluster identifiziert, die mit der Psoriasis assoziiert waren. Diese sechs
Haplotypen-Cluster ahnelten sich in einer etwa 60-kb-langen Region, die Risikohaplotyp
1 (RH1) genannt wurde (Abbildung 1.1). Sie reicht von 29 kb bis 90 kb telomerisch des
HLA-C-Gens und schlie3t HLA-C selbst nicht mit ein (Nair et al., 2000). Die Spitzen des
LD sind hier am gréf3ten und stimmen mit zuvor publizierten Studien Uberein (Oka et al.,
1999; Balendran et al., 1999). Funf von sechs Clustern glichen sich tber rund 130 kb
und stellen den Risikohaplotypen 2 (RH2) dar. Dieser schlief3t sich nach einem 2-kb-
Zwischenintervall telomerisch an RH1 an (siehe Abbildung 1.1). In spateren Arbeiten
wird deutlich, dass die RH1/RH2-Region auf der Grundlage der vorhandenen Daten
nicht eindeutig voneinander getrennt werden kann (Nair et al., 2006). Die rund 190-kb-
umfassende RH1/2-Zielregion konnte letztlich auch durch eine SNP-basierte
Untersuchung bestatigt werden (Nair et al., 2009). Sie stellt ein Fragment des
Vorfahrenhaplotypen EH 57.1 dar und codiert fur die 3 Pseudogene
(Transkriptionseinheiten) HCGII-2, HCGIX-3 und NOB4 sowie fur die Gene
Corneodesmosin (CDSN) (Jenisch et al., 1999b; Schmitt-Egenolf et al., 2001; Orru et
al., 2005), HCR (Pg8) (Asumalahti et al., 2000), POU5F1 (OTF3) (Gonzalez et al.,
2000), TCF19 (Oka et al., 1999), SPR1 (PSORS1C2), SEEK1 (PSORS1C1) (Holm et
al., 2003), PSORS1C3 (Chang et al., 2006) und STG (Sanchez et al., 2004), die sich
innerhalb des RH2-Intervalls befinden. All diese Gene spielen eine putative Rolle in der
Pathogenese der Psoriasis und wurden mit Ausnahme von STG als Kandidatengene
postuliert. Keines dieser Gene bestimmt das Auftreten der Psoriasis in einem solch
starken Mal} wie das Vorhandensein von RH1 (Nair et al., 2000; 2006), allerdings sind
bis zum heutigen Zeitpunkt keine Gene in diesem Bereich beschrieben worden. HLA-C
und Corneodesmosin wurden primar durch die Ergebnisse von Nair (Nair et al., 2000)
mit einer gewissen Sicherheit ausgeschlossen, HLA-C jedoch durch spatere
Untersuchungen wieder in den Fokus der Aufmerksamkeit gestellt (Nair et al., 2006).
Aktuelle Publikationen bestatigen zwar die Lokalisation der Zielmutation um HLA-C,
beweisen jedoch nicht, dass HLA-C selbst die PSORS1-Mutation darstellt (Nair et al.,
2009). Die Diskussion uber die genaue Lokalisation von PSORS1 ist noch immer

kontrovers.
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1.4.7 Andere Psoriasis-Suszeptibilitats-Loci

Die Penetranz von PSORS1 wird auf 10 bis 15 % geschatzt. Dies deutet darauf hin,
dass mehr als ein Krankheitsallel und die hinzukommenden Umweltfaktoren an der
Manifestation der Psoriasis beteiligt sein missen (Nair et al., 2000; Elder et al., 2001;
Bowcock et Krueger, 2005). In der Vergangenheit wurden neben PSORS1 mindestens
18 weitere Psoriasis-Suszeptibilitdts-Loci vorgeschlagen. Nur einige von ihnen wurden
in unterschiedlichen Populationsstudien repliziert, und nur bei einzelnen konnten die
Gene innerhalb der Verdachtsbereiche identifiziert werden (Bowcock et Krueger, 2005).
Zu den wichtigsten gehéren PSORS2 auf Chromosom 17q (Tomfohrde et al., 1994),
PSORS3 auf Chromosom 4q (Matthews et al., 1996), PSORS4 auf Chromosom 1q
(Capon et al., 1999), PSORS5 auf Chromosom 3g21 (Enlund et al., 1999) und PSORS6
auf Chromosom 19p13 (Lee et al., 2000).

1.4.8 Genomweite Assoziationsstudien (GWAS) zur Identifizierung von
Psoriasis-Risikopolymorphismen
In der jungeren Vergangenheit wird seitens einiger Arbeitsgruppen die These
aufgestellt, dass Assoziationsstudien fur multifaktorielle Erkrankungen, bei denen
einzelne Gene typischerweise in einem geringeren Umfang zum individuellen Risiko
beitragen, aussagekraftiger seien als Kopplungsanalysen. Letztere waren geeigneter
fur die Suche von Genen, die malgeblich zu einer Erkrankung fUhren (Botstein et
Risch, 2003). So unternahmen diverse Arbeitsgruppen genomweite Assoziationsstudien
(GWAS) zur Identifizierung von genetisch pradisponierenden Faktoren fur die Psoriasis.
Die Psoriasis ist durch gewebsspezifische Immunzellen gekennzeichnet, die auf ein
signifikant alteriertes Profil von kutaner Zytokinexpression anspricht (Boyman et al.,
2007; Lowes et al., 2007). So wurde mehrfach die positive Assoziation von
Genpolymorphismen des Interleukin-12B-Gens (IL-12B), des Interleukin-23-Rezeptors
(IL23R) (Tsunemi et al., 2002; Capon et al., 2007; Cargill et al., 2007; Chang et al.,
2007a; Nair et al., 2008; 2009) und von IL-23A (Nair et al., 2009) mit der Psoriasis
vulgaris dargelegt. IL-12 induziert zusammen mit IL-2 und TNFa die IFNy-Produktion.
Bei einer Modifikation des IL-23R, die zu einer geringeren Rezeptorfunktion fuhrt, ist zu
erwarten, dass die Entwicklung der T-Zellen in Richtung Th1-Antwort gelenkt wird, die
in psoriatischen Lasionen deutlich erhdht ist (Liu et al., 2007). Darlber hinaus regt I1L-23
die Gedachtnis-T-Zellen zu einer IFNy-Produktion an und wird in Keratinozyten und

antigenprasentierenden Zellen lasionaler psoriatischer Haut im Vergleich zu gesunder
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sowie nicht-lasionaler psoriatischer Haut verstarkt exprimiert. Dies weist darauf hin,
dass IL-23 an der Aufrechterhaltung des Entzindungsprozesses bei der Psoriasis
beteiligt ist (Piskin et al., 2006). In einer kurzlich verdffentlichten genomweiten
Assoziationsstudie wurden darUber hinaus Polymorphismen von zwei bei TNFa
gelegenen, den NF-xB-Signalweg regulierenden Loci sowie von zwei weiteren,
interessanter Weise bei der Modulation der Th2-Antwort (IL-4, IL13) involvierten
Genpolymorphismen identifiziert (Nair et al., 2009). HLA-Cw6 selbst zeigte dabei die
starkste Assoziation mit der Psoriasis, wobei wiederum nicht alle beobachteten
Assoziationssignale HLA-Cw6 zugeschrieben werden konnten, was fur ein weiteres,

anderes Risikogen spricht (Nair et al., 2009).

Die hier dargebotene Arbeit wird ausschlieBlich auf den MHC-gebundenen

Suzeptibilitatslocus PSORS1 eingehen.

1.5 Retroviren

Die in den Fokus gestellte RH1/RH2-Region ist reich an repetitiven Sequenzen, die
auch Fragmente endogener Retroviren einschlieen. Die Expression eines solchen
Sequenzelements wird in vorliegender Arbeit als mdglicher Kandidatenlocus fir die

sogenannte PSORS1-Mutation untersucht.

1.5.1 Klassifikation der Retroviren

Retroviren sind nach ihrem Enzym reverse Transkriptase benannt, das die virale RNA
in komplementare doppelstangige DNA umschreibt. Sie werden heutzutage gemal}
ihrer Morphologie, Genomsequenz, antigenen Eigenschaften, Wirtsspezifitat und
Pathogenese in sieben verschiedene Genera eingeteilt: Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta-,
Epsilonretroviren und Lentiviren sowie Spumaviren (,Fields Virology“, Kapitel 55, 5.
Auflage, 2007). Des Weiteren wird eine Typisierung hinsichtlich endo- und exogener
Retroviren vorgenommen. Die als exogen Bezeichneten werden durch Infektion
weitergegeben. Gelangt ein Virus in die Keimbahn, und wird die virale DNA in das
Genom der Keimzelle integriert, so bezeichnet man das entstandene Virus als Provirus.
Dieses ist nun endogener Bestandteil des Wirtsgenoms und wird wie ein stabiles Gen
vertikal weitervererbt (Nelson et al., 2003). Fur die integrierten Proviren verwendet man

den Terminus endogener Retrovirus (ERV) oder endogene retrovirale Sequenz.
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1.5.2 Aufbau und Genomstruktur der Retroviren

Retroviren besitzen ein einzelstrangiges Positivstrang-RNA-Genom. Anhand des
Genoms sowie der Anzahl der Genprodukte unterscheidet man einfache und komplexe
Retroviren (Coffin, 1992, ,Strukture and classification of retroviruses®). Einfache
Retroviren kodieren in 5’ — 3’ Richtung fir wenigstens drei Gene: gag (group specific
antigen), pol (polymerase) und env (envelope). Diese Gene sind von zwei LTRs (long
terminal repeats) am 5’- und 3’-Ende begrenzt. Die LTRs sind fur die Integration der
Retroviren essentiell, da sie alle Signalstrukturen (z. B. Promotoren) fur die RNA-
Expression und Proteinexpression von Gag, Pol und Env enthalten. Der Gag-
Leserahmen enthalt die Information flr das gruppenspezifische Antigen und kodiert flr
das Gag-Pol-Vorlauferprotein. Aus ihm entstehen durch proteolytische Spaltung das
Matrix-(MA), Capsid-(CA) und das Nucleokapsidprotein (NC), die fur den Aufbau des
Viruscapsids verantwortlich sind. Der Pol-Abschnitt kodiert unter anderem fir die
reverse Transkriptase (Temin et Mizutani, 1970). Der Env-Leserahmen kodiert fur virale
Glykoproteine, die in die Virushulle eingelagert und fur die Anheftung des Retrovirus an
Zellen und dessen Infektiositat verantwortlich sind. Zwischen der gag- und pol-Region
liegt der Leserahmen fur die Protease, der haufig mit den Sequenzen fur das NC-
Protein Uberlappt. Je nach Retrovirus wird dieses Protein als Teil des Gag- oder Pol-
Leserahmens oder in einem separaten Leserahmen exprimiert. Es ist fur die
proteolytischen Spaltungen wahrend eines retroviralen Lebenszyklus verantwortlich und
katalysiert somit die Prozessierung der Gag-, Pol- und Env-Vorlauferproteine (Oroszlan
et Luftig, 1990). Die Synthese solcher Polyproteine erlaubt es den Retroviren, eine
Vielzahl von Genprodukten unter Verwendung einer mRNA zu synthetisieren. Bei
komplexen Retroviren findet man eine Vielzahl kleiner offener Leserahmen fir
Proteine mit regulatorischen Funktionen oder andere akzessorische Genprodukte.
Diese entstehen durch unterschiedliches SpleiRen der Pro-mRNA (Lower et al.,
1995). In superinfizierten Zellen oder in Kombination mit Genprodukten endogener
Elemente kdnnen sich auch neue rekombinante Viruspartikel aus den Genprodukten

verschiedener Viren komplementieren (Tonjes et al., 1999).

1.5.3 Endogene Retroviren

ERV weisen die gleiche fundamentale Struktur wie Retroviren auf, wobei die Gene gag,
pol und env haufig durch Terminationssignale oder Deletionen unterbrochen sind. Sie

sind zuweilen inaktiv, jedoch fahig, wieder aktiviert zu werden. Einige Familien erhdhen
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ihre provirale Kopienzahl um ein Vielfaches durch die sogenannte retrovirus-like
Retrotransposition. Dieser Prozess beschreibt die Bildung neuer Proviren durch reverse
Transkription retroviraler RNA und erneute Integration innerhalb einer Zelle (Leib-
Mosch et al, 1993). Die Aktivierung von ERVs kann indirekt durch
Aktivitatsbestimmung der reversen Transkriptase oder durch Messung der Expression
retroviraler RNA bzw. Proteine nachgewiesen werden (Lower et al., 1993; Medstrand et
al., 1992).

1.5.4 Humane endogene Retroviren (HERVSs)

Das humane Genom besteht zu etwa 8 % aus Sequenzen retroviraler Abstammung
(Lander et al., 2001). Es wird vermutet, dass diese sogenannten humanen endogenen
Retroviren durch Infektionen der Keimbahnzellen von Primatenvorlaufern mit exogenen
Retroviren entstanden sind, und Retroviren somit in das Genom aller Zellen der
Primaten integriert wurden (Mayer et Meese, 2005; de Parseval et Heidmann, 2005).
Der Endogenisierungsprozess der HERVs wird auf eine Zeit vor etwa 30 bis 45
Millionen Jahren datiert (Sverdlov, 2000). Als Teil des humanen Genoms wurden sie
zusammen mit den Wirtsgenen repliziert und weitervererbt. Diese Hypothese wurde im
Mama-Karzinom-Virus der Maus und im Jaagsiekte-Schafs-Virus belegt. Hier fanden
sich sowohl exogene als auch endogene Vertreter der Viren (Moore et al., 1987; York et
al., 1992). Die meisten der HERV-Proviren waren ausgedehnten Deletionen und
Mutationen ausgesetzt. Einige behielten jedoch offene Leseraster (open reading frame,
ORF) fur die viralen Strukturproteine zurlick (Mayer, et al., 1999; Griffiths, 2001; Turner
et al., 2001). So kdnnen sie transkriptionell aktiv sein, Proteine exprimieren und

mdglicherweise Erkrankungen verursachen (Balada et al., 2009; Moyes et al., 2007).

1.5.5 HERV-K/HML-2.HOM

Die HERV-K-Familie gehort der Klasse Il der humanen endogenen Retroviren an, die
groRe Ahnlichkeit mit den B- oder Beta-Retroviren zeigt (Wilkinson et al., 1994).
Aufgrund ihrer Homologie zum mouse mammary tumor virus werden einige als human
MMTV-like (HML) bezeichnet (Medstrand et Blomberg, 1993; Andersson et al., 1999).
Zu dieser Familie gehort die im Rahmen der vorliegenden Arbeit charakterisierte
retrovirale Sequenz im PSORS1-Locus. Die HERV-K-Familie ist humanspezifisch
(Mayer et al., 1999; Barbulescu et al., 1999), was auf ihre Integration in das humane

Genom nach der Differenzierung von Mensch und Schimpanse vor etwa 30 Millionen
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Jahren hindeutet (Takahata et Satta, 1997). Sie zahlt zu den biologisch aktivsten
Gruppierungen der humanen endogenen Retroviren und besitzt offene Leserahmen fir
die viralen Proteine Gag, Protease, Polymerase und Envelope. Diese werden wie bei
exogenen Retroviren zunachst als Polyproteine translatiert und spater in die einzelnen
Komponenten gespalten (Tonjes et al., 1996; Lower et al., 1996). Der erste Nachweis
fur einen fast intakten HERV-K-Provirus beim Menschen gelang mit der Entdeckung der
HERV-K/HML-2.HOM-genannten Sequenz mit offenen Leserahmen fur alle proviralen
Gene auf Chromosom 7p22 (Mayer et al., 1999; Barbulescu et al., 1999; Tonjes et al.,
1999). Lediglich eine fur die Aktivitdt der reversen Transkriptase essentielle
Aminosauresequenz weist Mutationen auf, weshalb das Enzym vermutlich keine
Aktivitat besitzt. In einem Teil der menschlichen Bevdlkerung konnte ein komplett
intaktes HERV-K-Provirus (HERV-K113) mit einem intakten Polymerase-Motiv
identifiziert werden (Reus et al., 2001; Turner et al., 2001). Diese Daten weisen auf
potentielle Einzelstrangpolymorphismen hin. Diverse humane polymorphe HERV-K-Loci
suggerieren eine replikationskompetente Aktivitat der HERV-K in der heutigen
Population (Moyes et al., 2007; Belshaw et al., 2005). Die HERV-K-Familie kodiert auch
fur eine in der vorliegenden Arbeit relevante dUTPase (Desoxyuridintriphosphat-
Pyrophosphatase)-Domane innerhalb des Proteasen-ORF (Harris, 2000; Mayer und
Meese, 2003). lhre enzymatische Kapazitat schitzt die Zellen vor der toxischen

Fehlinkorporation von dUTP in die cDNA und ist fir das Uberleben der Zellen wichtig.

1.6.5.1 Expression der HERV-K in humanem Gewebe

HERV-Partikel wurden erstmals in Teratokarzinomzelllinien nachgewiesen und in
Anlehnung daran HTDV-Partikel (human teratocarcinoma derived virus) genannt (Lower
et al., 1984). Spater wurde dargelegt, dass diese HTDV-Partikel von HERV-K (HML-2)
kodiert werden (Boller et al., 1993). Heutzutage geht man davon aus, dass nahezu alle
humanen Gewebe HERV-Transkripte aufweisen (Flockerzi et al., 2008). Insbesondere
in Brustkrebs- und Keimzelltumorgeweben findet man komplexe Expressionsmuster
von HERV-K-Transkripten (Lower et al., 1993; Sauter et al., 1995; Wang-Johanning et
al., 2001). Gleiches wurde jedoch auch fur multiple andere Tumore nachgewiesen
(Buscher et al., 2005; Wang-Johanning et al., 2007).
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1.5.6 Biologische Relevanz der HERVs fiir den Wirtsorganismus

HERVs neigen gemal ihrer uniquen Struktur zu vielen Amplifikations- und
Transpositionsereignissen, die zu einer weitreichenden Verteilung von kompletten oder
inkompletten retroviralen Sequenzen Uber das gesamte Genom flhren
(Retrotransposition). Dabei tendieren sie insbesondere dazu, sich in transkriptionsaktive
Regionen unseres Chromosoms zu integrieren. De novo Insertionen bergen in
zweifacher Hinsicht ein potentielles Risiko zur Karzinogenese. Die Integration viraler
Sequenzen kann sowohl die Aktivierung von Proto-Onkogenen als auch die
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen zur Folge haben (Léwer, 1999). Zum anderen
konnen einige HERVs selbst virale Onkogene exprimieren. So konnte der Beweis fur
die Assoziation zwischen der Entstehung von Keimzelltumoren und der Expression des
rec-Gens (regulator of expression encoded by corf) von HERV-K/HML-2.HOM erbracht
werden. Transgene rec-exprimierende Mause entwickelten im Gegensatz zu rec-
negativen Kontrollmausen Carcinoma in situ (Galli et al. 2005). HERVs sind in der
Lage, die Transkription der proviralen Gene, jedoch auch benachbarter zellularer Gene
zu initiileren (Flockerzi et al., 2008). Dabei konnen Splice-Signale innerhalb der HERVs
zu unterschiedlichen Transkripten zellularer Gene fuhren (Leib-Modsch et al., 2005).
HERVs kdénnen humane Gene umgestalten oder nahe gelegene humane Gene, z. B.
durch Expression von transkriptionsregulierenden Elementen wie Promotoren,
Verstarkern, hormonsensitiven Elementen, HERV-untranslatierten Regionen (UTRS)
und Polyadenylierungssignalen regulieren. Dies kann zu einem Funktionsverlust des
betroffenen Gens fluhren (Kidwell et Lisch, 2001; Mager et al., 1999; Baust et al., 2001).
Eine zentrale Bedeutung kommt dabei den solitdren LTRs zu, die Trager von
regulatorischen Elementen sein kdnnen und in sehr hoher Kopienzahl im Genom
vertreten sind (Kidwell et Lisch, 2001; Medstrand et al., 2001). Endogene Retroviren
konnen jedoch auch einen Funktionsgewinn fur das Wirtsgenom darstellen. Es ist
denkbar, dass die Expression endogener retroviraler Proteine einen Schutz des
Organismus vor einer Infektion mit nahe verwandten exogenen Retroviren darstellt
(Lower et al., 1996). So kdnnen sie in der Plazenta Rezeptoren beeinflussen und somit
Schutz vor Infektionen durch exogene Retroviren bewirken oder auch lokale

Immunsuppression als Toleranz gegentber dem Fetus gewahren (Blond et al., 2000).
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1.6 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe

1.6.1 Reanalyse der PSORS1-Lokalisation von Nair et al., 2000
Unter Anwendung der Haplotyp-Sharing-Statistic (HSS)-Methode wurden die von Nair

et al. 2000 publizierten Daten zur Lokalisation von PSORS1 anhand einer neu
rekrutierten Patienten- und einer Kontrollgruppe reanalysiert. Das Ergebnis bestatigte
die Lokalisation von PSORS1 innerhalb der RH1/RH2-Risikoregion und grenzte die
Zielregion auf einen Bereich um den Mikrosatellitenmarker M6S168 zwischen den
Markern M6S105 und M6S178 ein. M6S168 befindet der sich gut 30 kb telomerisch von

HLA-C auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6.

1.6.2 BLAST-Analyse der PSORS1-Zielregion

Eine sogenannte BLAST (basic local alignment search tool)-Analyse dieser Region
mithilfe des pairwise-BLAST-Programms deckte die Konservierung residualer
Fragmente eines endogenen Retrovirus auf. Diese retroviralen Fragmente zeigen eine
signifikante Homologie zu dem Tandem-Repeat-Virus HML-2.Hom auf dem
Chromosom 7, welcher der HERV-K-Familie angehdrt. Dieser wurde auch unter HERV-
K108 und HERV-K(C7) publiziert (Barbulescu et al., 1999; Tonjes et al., 1999). Der
HERV-K/HML-2.HOM (Reus et al., 2001) weist eine Tandem-Struktur auf.

1.6.3 Proteinalignment und Identifizierung einer retroviralen dUTPase

Auf genomischer Ebene lasst sich der Marker M6S168 innerhalb eines 4,3-kb-Intervalls
zwischen nt20996 und nt25254 bei nt21082 auf dem Klon AC006048 lokalisieren. In
dieser Region befinden sich zwei einander Uberlappende offene Leseraster (open
reading frame, ORF): ORF 22576 (182 Aminosauren) und ORF 23048 (208
Aminosauren), die nach ihrer Position innerhalb des Klons AC006048 benannt wurden
(Abbildung 1.3). In dem sich anschlieenden 3’-untranslatierten Bereich des ORF
23048 existiert ein weiteres offenes Leseraster namens ORF 24019 (140

Aminosauren).
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Abbildung 1.1: Sequenzmerkmale der putativen PSORS1-Zielregion

Die Abbildung illustriert die Lage der PSORS1-Zielregion zwischen den Markern M6S167 bis M6S102 in
Bezug zu dem Klon AC006048. Dargestellt sind die putativen ORFs in der Zielregion. Entlang der
gestrichelten Linie findet man eine repeat-Region hoher Homologien zu einer Vielzahl genomischer
Sequenzen. Dies fiihrt zu einer Maskierung dieser Region mittels des RepeatMasker Programms,

welches genomweit haufig vorkommende repeat-Regionen bei Sequenzanalysen ausblendet.

Die Homologien der gefundenen retroviralen Sequenz auf dem Klon AC006048 zu
HML-2.HOM auf Chromosom 7 positionieren den ORF 22576 innerhalb des N-
terminalen HERV-K-gag-Gens und den ORF 23048 innerhalb des C-terminalen pro
(Protease)-Gens des HERV-K-Genoms (Abbildung 1.4). Im intakten Retrovirus
unterliegt dieses Fragment proteolytischen Spaltungen, wobei der N-terminale Anteil
des pro-Gens eine dUTPase ausbildet. Kurze Fragmente des pol- und env-Gens sind
ebenfalls erhalten. HERV-K-LTR-Segmente sind ganzlich von der PSORS1-Region
verschwunden (Abbildung 1.4).
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Abbildung 1.2: Retrovirale Elemente telomerisch von HLA-C als Residuen eines HERV-K-
Retrovirus. Dargestellt ist das schematische Alignment der PSORS1-Region auf dem Klon AC006048
(Chromosom 6) mit der Gberaus ahnlichen HERV-Sequenz auf Chromosom 7 (HML-2.HOM, GenBank
acc. nr. AF074086) in Bezug zu den ORFs 23048 und 22576. Das Alignment erfolgte mithilfe des

pairwise-BLAST-Programms.

1.6.4 Identifizierung Psoriasis-assoziierter Sequenzvariationen

Zur naheren Untersuchung des 4,3-kb-langen Zielintervall zwischen der 21. und 25. kb
auf dem Klon AC006048, innerhalb dessen sich die ORFs 23048 und 22576 befinden,
galt es, Psoriasis-assoziierte Sequenzvariationen zu detektieren. Dazu wurden ein
Patientenpool (,high risk®, (HR)-Pool) und ein vergleichbarer Kontrollpool (,/Jow risk*,
(LR)-Pool) zusammengestellt. Dabei bestand die Patientengruppe aus Individuen, die
homozygote Trager des Hochrisikohaplotypen an den Markern M6S105, M6S168 und
M6S178 waren. Der LR-Pool umfasste hingegen Individuen, die homozygot fur einen
»nicht-mit-Psoriasis-assoziierten Haplotypen“ waren. Erwahnenswert ist, dass die
beiden Haplotypenpools nur an dem Marker M6S168 differierten. Die gepoolte DNA der
Patientengruppe zum einen und der Kontrollgruppe zum anderen wurde mit zehn
konstruierten spezifischen Primerpaaren, deren Uberlappende PCR-Produkte die 4,3-
kb-Zielregion umspannten, amplifiziert. (Die Primer wurden nach der beginnenden Base
benannt, wobei nt17430 am 5-Ende des Klons AC006048 als Nullpunkt in der
Namensgebung festgelegt wurde.) Anschlieend wurden die sequenzierten PCR-
Produkte auf Sequenzvariationen hin verglichen. Dabei wurden 17 Nukleotidvariationen
(SNP, single nucleotide polymorphism) innerhalb der 4,3-kb-Zielregion identifiziert, von

denen sich vier innerhalb des ORF23048 befinden. Die Sequenzierung eines 400-bp-

-18 -



Einleitung

Fragmentes, diese vier Variationen beinhaltend, in einer grolReren Patientenkohorte
offenbarte, dass nur zwei der vier Basenpaarvariationen zwischen dem HR- und LR-
Haplotypenpool mit einem vorhersagbaren Aminosaureaustausch korrelieren. Ein
zusatzlicher SNP befindet sich in der potentiellen 3’-untranslatierten Region des ORF
23048. Die SNPs wurden nach ihrer Position innerhalb des 400-bp-Fragmentes als
SNP143, SNP200 und SNP315 bezeichnet. Alle Individuen des HR-Pools waren
homozygot fur den Psoriasis-assoziierten Haplotypen C-A-G an den SNPs
143/200/315, wohingegen alle Probanden des LR-Pools homozygot fir den
gegensatzlichen Haplotypen waren. Der ORF 23048 beginnt gemal der Sequenz des
Referenzklons AC006048 mit einem Startcodon bei nt23048 (= 5618 gemal der
Namensgebung der Primer) und endet bei nt23674 (= 6244). Dies entspricht einer
Basenpaarlange von 626 Basen und einer putativ translatierten Aminosaure-Abfolge
von 208 Aminosauren. Gemaly der Aminosauresequenz des ORF 23048 lokalisiert sich
die HERV-K-dUTPase im Bereich der etwa 80. bis 185. putativ translatierten
Aminosaure. Die HERV-K-dUTPase der vorliegenden Arbeit enthalt die finf evolutionar
konservierten Motive (Harris et al., 1997), von denen das C-terminale Motiv am
wenigsten erhalten ist. Die Aminosauresequenz-Homologie zwischen dem ORF 23048
und der HERV-K-dUTPase bricht nach Y182 vor dem Motiv 5 aufgrund einer
Leserasterverschiebung ab. Auf dem Nukleotidlevel reicht die Homologie hingegen bis
nt24274. Die vorhergesagten Aminosaure-Variationen zwischen dem HR- und LR-
Haplotypenpool (in Abbildung 1.5 rot hervorgehoben) folgen direkt auf den Abbruch der
Sequenzhomologie. Die Primarsequenz betrachtend lasst sich nicht vorhersagen, ob

eine oder beide der PSORS1-dUTPase-Varianten enzymatisch aktiv sein konnten.

1.6.5 Die dUTPase (Desoxyuridintriphosphat-Pyrophosphatase)

In der Mehrheit der biologischen Systeme ist Uracil kein naturlicher Bestandteil der
DNA. Es kann jedoch in Form von dUTP (Desoxyuridintriphosphat) in die DNA
eingebaut werden, da die DNA-Polymerase nicht zwischen dUTP und ihrem naturlichen
Substrat dTTP (Desoxythymidintriphosphat) differenzieren kann. dUTP ist eine
intermediare Verbindung in der dTTP-Biosynthese und entsteht in allen sich teilenden
Zellen aus UDP via Ribonukleotidreduktase und Nukleosiddiphosphatkinase. Steht
dUTP in grolen Mengen zur Verfugung, wird die Synthese von Uracil-substituierter
DNA begunstigt (Warner et Duncan, 1978). Das Enzym dUTPase
(Desoxyuridintriphosphat-Pyrophosphatase; EC 3.6.1.23) spaltet im intakten Zustand
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ihr spezifisches Substrat dUTP zu dUMP (Desoxyuridinmonophosphat) und
anorganischem Diphosphat. Die dUTPase verhindert so die Inkorporation von dUTP in
die DNA, welche Strangbriche und Apoptose zur Folge hatte (Tye et Lehman, 1977;
Grafstrom et al., 1978; Caradonna et Muller-Weeks, 2001).
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Abbildung 1.3: Sequenz-Alignment der vorhergesagten Aminosaure-Sequenz des ORF23048 in
der PSORS1-Region sowohl fiir den HR-Pool als auch fiir den LR-Pool mit bekannten dUTPasen

Dabei zeigt die Konsenssequenz den angenommenen Wildtyp der dUTPase, also die Basen hdchster
Frequenz unter 22 Klonen (Harris et al., 1997). HERV-K Chromosom 7 = HML-2.HOM (GenBank acc. nr.
AF074086), HERV-K cons. = Konsenssequenz der dUTPase (Harris et al., 1997), MMTV = dUTPase des
mouse mammary tumor virus (SwissProt acc. nr. P10271), FIV = dUTPase des feline immuno-deficiency
virus (SwissProt acc. nr. P16088), E. coli = dUTPase von E. coli (SwissProt acc. nr. Q8XDA1), Human =
mitochondriale Isoform der humanen dUTPase (SwissProt acc. nr. P33316). Das Alignment ist nur fur die
die evolutionar konservierten strukturellen Motive (Harris et al.,, 1999) umgebende Region abgebildet.
Diese Motive sind gerahmt hervorgehoben. Die schattierten Bereiche kennzeichnen identische
Aminosauren bzw. konservierte Austausche bezogen auf die Konsenssequenz der HERV-K-dUTPase.

Die Lage der dUTPase nach proteolytischer Spaltung des Polyprotein-Vorlaufers ist ungewiss.
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2 Zielstellung

In Vorarbeiten wurde das Zielintervall von PSORS1 durch unsere Arbeitsgruppe auf
einen Bereich um den Marker M6S168, etwa 30 kb telomerisch von HLA-C auf dem
kurzen Arm des Chromosoms 6 eingegrenzt. Dieser enthalt Fragmente eines humanen
endogenen Retrovirus der HERV-K-Familie. Hierunter befindet sich als langste intakte
putative Transkriptionseinheit (sogenannter ,Open reading frame“, ORF) der ORF
23048, der ein Fragment des HERV-K-Protease-Gens darstellt, das N-terminal eine
dUTPase ausbildet. Ziel dieser Arbeit ist es, zu klaren, ob dieses putative Transkript in
vivo exprimiert wird. Dabei soll die Expression in mononuklearen Zellen des Blutes
(PBMC), in Vollblut und in Hautgewebeproben von Psoriasis-Patienten sowie gesunden
Probanden untersucht und verglichen werden. Darlber hinaus soll mittels der
sogenannten RACE (rapid amplification of cDNA ends)-PCR-Technik die potentielle

komplette cDNA des gesuchten Suszeptibilitdtsgens identifiziert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien und Chemikalien

3.1.1 Gerite

Elektrophoreseeinheit (Power Supply EPS600)

Elektrophoresekammern

Pipetten (2 ul, 20 pl, 100 pl, 1000 pl)
Autoclave (Varioklav 75S)

Inkubator (1G150)

horizontale Gelelektrophoresekammern
Magnetrihrer lkamag®REO
Megabace 1000 capillary sequencer
Mikrowelle Micromat

Sterile Abzugshaube Hera safe
Thermomixer 5436

Ultra Turrax® T25 basic
UV-Photometer

Vortexer (G-560E)

Waage LC 621 S

Zentrifuge 5417C

Zentrifuge Avanti J-25/ GS-6

3.1.2 Chemikalien/Puffer/Enzyme
Ampicillin

Bacto-Agar

100-bp-Leiter

B-Mercaptoethanol

Borsaure

Chloroform

Cip (calf intestinal phophotase, 1 U/ul)
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
Dithiothreitol (DTT)

DNase | amplification grade

Amersham Pharmacia Biotech
BioRad Laboratories
Eppendorf

H+P Labortechnik

Jouan GmbH

Amersham Pharmacia Biotech
IKA® Werke

Amersham Pharmacia Biotec
AEG

Heraeus Instruments
Eppendorf

IKA® Werke

Biometra

Scientific Industries

Sartorius AG

Eppendorf

Beckman

Sigma-Aldrich

Difco

GIBCO ™ Invitrogen Corporation
Sigma-Aldrich

Merck

J.T. Baker

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

GIBCO ™ Invitrogen Corporation

Invitrogen™
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10x DNase | reaction buffer
dNTP Set (100 mM)

EDTA (Ethylendiamintetraacid)
Ethanol absolut (96 %)
Ethidiumbromid

expand HF buffer 10x konzentriert + MgCl
Ficoll Paque "Plus

5x first-strand buffer

Glycerol

Hefeextrakt

HCI rauchend

HotStarTaq™ DNA Polymerase

IPTG (Isopropyl-1-thio-R-D-galactose, 100 mM)

Isopropanol

LB-Broth (Luria/Miller)
Magnesium (Mg?")
NEPuffer 1

Orange G (Certistain®)

Invitrogen™

Amersham Biosciences
Invitrogen™

J.T. Baker

Roth

Roche

Amersham Biosciences
Invitrogen™

Roth

Difco

Merck

Qiagen

Fermentas

Merck

Roth

Merck

New England Bio Labs
Merck

PBS Dublecco’s (PBS, phosphate buffered saline) GIBCO™ Invitrogen Corporation

PCR buffer (10x) + MgCl»
PCR reaction buffer (10x)

1 % Penicillin/Streptomycin

RNase OUT ™ Ribonuklease Inhibitor (40 units/ul)

RPMI 1640 Medium

Sac1 (100,000 units/ml)

SeaKem® LE Agarose

Taq DNA Polymerase

Tris (Trishydroxymethylaminomethan)
TRIzol® Reagent

X-Gal (20 mg/ml)

Xho1

Roche

Roche

GIBCO

Invitrogen™

GIBCO™ Invitrogen Corporation
New England Bio Labs

BMA (Rockland, USA)

Roche

ICN Biomedicals

GIBCO™ Invitrogen Corporation
Fermentas

New England Bio Labs
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3.1.3 Zusammensetzungen haufig verwendeter Reagenzien, Puffer und Medien

10x DNase | reaction buffer

5x first-strand buffer

LB-Medium (Luria-Bertani-Medium)

LB-Amp-Medium

LB-Aqgar-Platten

LB-Amp-Platten

Probenpuffer (loading buffer)

PCR reaction buffer 10x konzentriert

SOC-Medium
(SOC, Super Optimal Broth)

10x TBE Puffer

500,0 mM KClI
200,0 mM Tris-HClI ph 8,4
20,0 mM MgCl,

375,0 mM KCI
250,0 mM Tris-HCI ph 8,3
150 mM MgCl,

1 % Bacto-Trypton
0,5 % Bacto Hefe-Extrakt
1 % NaCl

mit NaOH auf pH 7,0 einstellen,
autoklavieren

LB-Medium mit 100 pug/ml Ampicillin

1,5 % Agar in LB-Medium, pH 7,0,
autoklavieren

LB-Agar-Platten mit 100 pg/ml Ampicillin

0,1g Orange G

1 ml 1 M Tris-HCI pH 7,5

20 ml Ficoll Plus (20 %)

ad 100 ml mit aqua dest., autoklavieren

pH 8, 3

500 mM KCI

100 mM Tris-HCI
15 mM MgCl,

20 g Bacto-Trypton
5 g Bacto Hefe-Extrakt
0,5 g NaCl
10 ml 0,25 M KCI
5 ml 2 M MgCl;
20 ml 1 M Glukose
aqua dest. ad 1000 ml, pH7, autoklavieren

121 g 0,5 M Tris

61,8 g 0,5 M Borsaure
7,44 g 0.01 M EDTA
aqua dest. ad 2 |
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3.1.4 Kits

Oligotex mRNA Mini Kit
Oligotex® mRNA Kit

QIAamp® RNA Blood Mini Kit
QIAprep® Spin Miniprep Kit
QIAquick® Gel Extraction Kit
QIAquick® PCR Purification Kit
RNAse-Free DNase Set
SMART™Race cDNA Amplification Kit
SuperScript™ 1l RNase H RT
T4 DNA Ligase

3.1.5 Bakterienstaimme

Escherichia coli Top 10 (One shot Top10)

Escherichia coli DH5a

3.1.6 Vektoren

Pet-22b(+)-Vektor
pGem-T Easy-Vektor

3.1.7 Oligonukleotide
B-actin-Primer

nested primer
Oligo(dT)12-1gPrimer (0,5 pg/ul)

random hexamer primer

Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Clontech
Invitrogen

Promega

Invitrogen

Invitrogen

Novagen

Promega

BioTeZ
Metabion

Invitrogen

GIBCO™ Invitrogen Corporation

spezifische Primer Metabion
Annealing
Paar | Name Sequenz
Temp.
6 5600 forward 5-GTT TTAACT GTT TGA AGC ATG ATC AC-3’
57,5 °C
462 bp | 6062 reverse 5-CAATGA CCC CTG TAT GTATTT GTA TG-3’
7 6025 forward 5-AAG TTT AAA AGG CAT ACA AAT ACA TAC AGG G-3
59.5 °C
430 bp | 6455 reverse 5-GGA CCT TCA CAA TGC AAA ATATAATGG-3’
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Nest 7 | N6025 forward |5-AAA GCA GAG CCA GGA GAG TGT ATA GC-3
63 °C

260 bp | N6455reverse |5-GTT GAA CTG GCC ACG CAG AC-3

8 6363 forward 5-GTG GCC AGT TCA ACA CAC TCA AC-3
61°C

624 bp | 6987 reverse 5-CCTTCCTGG CTGTAATGC TCC T-3

Tabelle 3.1: Spezifische Primerpaare
Aufgelistet sind Name, Sequenz, Primeranlagerungstemperatur (Annealing-Temperatur) der Primerpaare

6, 7, 8 und des nested Primerpaares 7 sowie die jeweilige Lange des erwarteten PCR-Produkts.

Annealing
Paar Name Sequenz
Temp.
B-Actin |B-Actin forward |5-AGG AGA AGC TGT GCT ACG TC-3’
57 °C
466 bp B-Actin reverse |5-CTC GTC ATACTC CTG CTT GC -3

Tabelle 3.2: p-Actin Primer

Aufgelistet sind Sequenz, Primeranlagerungstemperatur und die Lange des erwarteten PCR-Produkts.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Isolierung mononuklearer Zellen aus peripherem Blut (PBMC)

Man entnimmt einem Probanden 50 ml Heparinvenenblut. Jeweils 25 ml Blut werden
langsam auf ein 50 ml Tube, das mit 18 ml Ficoll (37 °C) gefullt ist, geschichtet. Ficoll ist
ein Polymer aus Saccharose und Epichlorhydrin zur Isolierung der mononukledren
Zellen. AnschlieBend wird bei 1250 g ohne Bremse 15 min bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Aufgrund des Dichtegradienten zwischen Blut und Ficoll sammeln sich
Erythrozyten, Granulozyten und tote Zellen am Boden des Roéhrchens. Direkt dartuber
schliel3t sich die Ficoll-Schicht an. Das in der obersten Schicht befindliche Blutplasma,
das die Thrombozyten enthalt, wird abgenommen und entsorgt. Die in der Interphase
befindlichen peripheren mononukledren Zellen, Buffy Coat genannt, werden vorsichtig
abpipettiert, in 25 ml 37 °C warmem PBS-Medium resuspendiert und 5 min bei 580 g
mit Bremse zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wird viermal wiederholt. Schlie3lich
werden die Zellen in je 5 ml RPMI-Medium, welchem 10 % FCS, Penicillin und
Streptomycin zugesetzt sind, aufgenommen und resuspendiert. Beide Zellvolumina
werden zusammengefuhrt, die Zellen gezahlt und zu drei gleichen Teilen in einer 24-
Well-Platte Uber Nacht inkubiert.
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3.2.2 RNA-Isolation aus PBMCs

Zunachst werden die Uber Nacht inkubierten Zellen in den 24-Well-Platten bei 235 g mit
Bremse 5 min zentrifugiert. AnschlieRend nimmt man das RPMI Medium ab, fullt die
Wells mit 2 ml 37 °C warmem PBS, resuspendiert und zentrifugiert wie oben
beschrieben. Dieser Waschvorgang wird abermals wiederholt. Anschlielend wird das
PBS abgenommen, die Zellen in 750 ul Trizol-Reagenz resuspendiert und 5 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Trizol ist eine toxische monophasische Flussigkeit
bestehend aus Phenol und Guanidinisothiocyanat, welches die Zellwande zerstort.
Aufgeteilt auf zwei Eppendorf-Gefalde werden nun den 750 ul Trizol 150 ul Chloroform
zugesetzt, 15 Mal handgeschuttelt, 3 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und
anschlie3end bei 12 000 g und 4 °C zentrifugiert. Hierbei wird eine Phasentrennung
erzielt. Die geringe Menge an Chloroform I6st sich im Phenol und verdrangt das Wasser
von den Proteinen, so dass diese als Interphase ausfallen. Die DNA bleibt in der
unteren organischen Phenol-Chloroformphase, wahrend sich die RNA in der oberen
wassrigen Phase anreichert. Diese Oberphase, die RNA enthaltend, wird in ein neues
Eppendorf-Gefaly tberfihrt und bis zur weiteren Praparation bei 4 °C gelagert. Zur
Prazipitation der RNA werden 750 ul Isopropanol zugegeben, kurz geschuttelt, 10 min
bei Raumtemperatur inkubiert und 10 min bei 12 000 g und 4 °C zentrifugiert. Das RNA-
Prazipitat bildet ein gelartiges Pellet am Rand oder Boden des Eppendorfgefaldes. Der
Uberstand wird verworfen, das Pellet mit 1,5 ml Ethanol (75%ig, DEPC-H,0 enthaltend)
gewaschen und 5 min bei 7500 g zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, die RNA
nach Abpipettieren des Restethanol luftgetrocknet und anschlieRend in 30 yl DEPC-
H2O resuspendiert. Zur kompletten Auflosung der RNA und Verdampfung mdglichen
Restethanols erfolgt eine 10-minltige Phase bei 55 °C im Thermomixer. Die RNA wird
anschlieRend bei -70 °C gelagert. Die Arbeitsschritte sind am RNA-Arbeitsplatz
auszufuhren und alle verwendeten Gerate sind vor Gebrauch mit RNase-Killer-Spray zu

behandeln, um eine Kontamination mit RNasen weitestgehend zu vermeiden.

3.2.3 RNA-Isolation aus Hautgewebeproben

Eine enthommene 6 mm durchmessende Hautstanze (ein Gehalt von etwa 50 bis 70 ug
RNA ergebend) wird sofort in einem Kryordhrchen mit flussigem Stickstoff
schockgefroren, bei -80 °C gelagert und mit Trockeneis transportiert, um eine
Degradierung der RNA zu vermeiden. Zur RNA-Isolation wird das Gewebe mit 3 ml

Trizol-Reagenz versetzt und mittels des Ultra Turrax homogenisiert. Anschlie3end

- 27 -



Material und Methoden

werden analog zu dem Protokoll der RNA-Isolation aus PBMC’s 750 ul Trizol und 150 ul
Chloroform zur Separation der Phasen verwendet. Die RNA-Prazipitation wird mithilfe
von Isopropanol erreicht, die gewonnene RNA mit Ethanol (75 %) gewaschen und wie

oben beschrieben aufgenommen und gelagert.

3.2.4 Isolation von PolyA*™-mRNA aus Gesamt-RNA

Fur das Gewinnen der PolyA™-mRNA wurde in der vorliegenden Arbeit der Oligotex
mRNA Mini Kit von Qiagen angewandt, der das spezifische Merkmal von eukaryonter
MRNA, ein 20-250 Adenosin-Nukleotid-Ende aufzuweisen, nutzt. Als Ausgangsmaterial
bendtigt man isolierte RNA in einer Menge von = 250 ug. Die mRNA umfasst einen
Anteil von 1-5 % von der Gesamt-RNA. Die Konzentration und Reinheit der RNA
werden mittels der Absorptionsspektrometrie bestimmt. Im Rahmen des Protokolls
werden die in RNase-freiem Wasser geldste RNA zusammen mit einem Bindungspuffer
und der Oligotex-Suspension erhitzt und inkubiert. Dabei wird die Sekundarstruktur der
RNA aufgeldst, und die Oligo-dT Partikel der Oligotex-Suspension hybridisieren an das
Polyadenyl-Ende der mRNA, die dann durch Zentrifugation pelletiert wird. Die tRNA und
rRNA, die kein PolyA™-Ende aufweisen, werden dabei nicht erfasst. Mittels Kopplung an
eine solide Matrix innerhalb der Spin Columns wird die PolyA™-mRNA gewaschen und
dann eluiert. Bestandteil des Protokolls ist auRerdem ein DNase-Verdau mit dem
RNAse-Free DNase Set von Qiagen. Die Konzentration der RNA wird entweder
densitometrisch  unter Nutzung der WinCam-Software oder mithilfe der
Absorptionsspektrometrie bestimmt. Anhand dessen kann man die flr die cDNA-

Synthese notwendige RNA-Menge von ungefahr 1-2 ug RNA bestimmen.

3.2.5 Densitometrische Konzentrationsbestimmung von DNA/RNA

Die Konzentrationen der auf ein Agarosegel aufgetragenen DNA- bzw. RNA-Proben
werden mittels der WinCam-Software ermittelt. Als Referenz wird eine 100-bp-Leiter
verwendet, wobei 15 ul dieser 500 ng DNA entsprechen. Die ist aus 20 ul der DNA-
Leiter (1 mg/ml), 200 ul Probenpuffer und 380 ul H,O zusammengesetzt.

3.2.6 RNA/DNA-Konzentrationsbestimmung mittels Absorptionsspektrometrie

Die zu untersuchende Probe wird in einem Konzentrationsverhaltnis von z. B. 1:20 mit
Wasser verdinnt in eine Quarzkluvette gegeben und in einem Photometer mit UV-

Lampe gegen reines Wasser bei einer Wellenlange von 260 nm gemessen. Dabei wird
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die Konzentration der RNA bzw. DNA Uber die Messung der optischen Dichte (OD)
ermittelt. Die Formel lautet: ¢ (ng/pl) = OD260 x V x F (c = Konzentration der Probe, V
= Verdunnungsfaktor, F = Multiplikationsfaktor; 50 fur DNA, 40 fir RNA). Aus dem
Verhaltnis der ODyp und der ODgg erhdlt man eine Aussage Uuber die
Proteinkontamination der Probe. Eine proteinfreie Nukleinsdurelosung weist ein
Verhaltnis von 1,8 bis 2,0 auf. Niedrigere Werte weisen auf Verunreinigungen durch

Proteine hin.

3.2.7 DNase-Verdau

Der cDNA-Synthese vorausgehend unterzieht man die RNA einem DNase-Verdau mit
der Desoxyribonuklease | (DNase 1), um einer Verunreinigung der RNA mit
genomischer DNA vorzubeugen. Die DNase | verdaut Einzel- und Doppelstrang-DNA
zu Oligodesoxyribonukleotiden mit einem 5’-Phosphatende. Die pankreatische DNase |
ist in Verbindung mit Mg®* fiir Einzelstrangbriiche unabhangig voneinander in beiden

Strangen der DNA verantwortlich. Das optimierte Protokoll lautet wie folgt (Tabelle 3.3).

Stammldsungen n=1 finale Konzentration
RNA variabel 2,0 ug

DNase |, Amp Grade (1,0 U/ul) 8,0 ul 0,27 U/ul

10x DNase | Reaction Buffer (10 x konzentriert) |3,0 ul 1 x konzentriert
RNase Inhibitor (40,0 U/ul) 1,5 ul 2,0 U/ul

mit DEPC-H,0 auffillen ad 30,0 ul

Tabelle 3.3: DNase-Verdau
Aufgelistet sind die Reagenzien, deren Anteil sowie deren finale Konzentration im DNase-Verdau-

Reaktionsgemisch.

Die Proben werden 60 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die DNase-Inaktivierung
erfolgt durch Zugabe von 2 ul EDTA (25 mM), das als Komplexbildner wahrend eines
zehnmindiitigen Erhitzens bei 65 °C dem katalytischen Zentrum die Mg?*- und Ca*-lonen

entzieht. Das Endvolumen betragt 32 ul.

3.2.8 cDNA-Erststrangsynthese

Von der isolierten gesamten zellularen RNA (80 % rRNA, 15 % tRNA, 5 % mRNA) dient

die mRNA als Matrize fur die Synthese der komplementaren DNA (complementary
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DNA, cDNA). Dazu bedient man sich einer modifizierten moloney murine leukemia
virus-reversen-Transkriptase, einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase und der
zufalligen random hexamer primer. Diese sind Hexanukleotide mit einer statistischen
Basenzusammensetzung, die zufallig an die mRNA hybridisieren und der reversen
Transkriptase als Startpunkt zur cDNA-Synthese dienen. Der Vorteil dieser
Hexamerprimer besteht darin, dass alle mRNA-Bereiche der cDNA vertreten sind und
somit auch 10-kb-lange mRNAs erfasst werden. Die random hexamer primer binden
jedoch auch an die anderen Subgruppierungen der RNA. Nach dem DNase-Verdau
wird der Ansatz halbiert (2 x 16 pl). Die als Negativkontrolle dienende Halfte wird mit 10
ul DEPC-H,O aufgeflllt und bei -25 °C gelagert. Den anderen zur cDNA-Synthese
bestimmten 16 pl werden zunachst 1 ul random hexamer primer (3 ug), 1 pl
spezifischer Primer-Mix, (6 ymol/l) und 1 ul dNTP (25 mM) hinzugesetzt, fir 5 min bei
65 °C erwarmt und dann sofort wieder auf Eis gestellt. AnschlieRend werden 5,5 ul 5 x
First-Strand-Puffer, 2 ul 0,1 M DTT als Oxidationsschutz der reversen Transkriptase
und 1 ul RNase Inhibitor (40 units/ul) hinzugegeben und 2 min bei 42 °C erhitzt. Nach
der Zugabe von 1 ul Superscript (reverse Transkriptase, 200 U) wird der
Reaktionsansatz bei 42 °C Uber 50 min inkubiert und anschlieRend 15 min bei 70 °C
inaktiviert. Die entstandene cDNA wird bei -20 °C gelagert und kann als Template fir
die folgende RT-PCR benutzt werden.

3.2.9 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) stellt eine vielfach angewandte Technik zur
selektiven Detektion und Amplifikation von spezifischen DNA-Sequenzen mithilfe einer
DNA-Polymerase dar (Mullis et al., 1986). Dabei werden kleinste Mengen DNA
exponentiell angereichert und somit kenntlich gemacht. Sie wird in sogenannten
Thermocyclern durchgefuhrt, welche die Reaktionsproben in kirzester Zeit aufheizen
und abkuhlen konnen. Der PCR-Zyklus besteht grob aus drei Schritten: 1)
Denaturierung, 2) Annealing und 3) Elongation. Das Reaktionsgemisch, das aus einem
DNA-Template, zwei Oligonukleotidprimern, der thermostabilen DNA-Polymerase,
einem dazugehorigen Puffer und einem Nukleotidtriphosphatgemisch besteht, wird zu
Beginn auf 94 °C erhitzt, wobei die Wasserstoffbrickenbindungen gelést werden und
die doppelstrangige DNA in ihre beiden Einzelstrange zerfallt (Denaturierung). Das
anschlieBende schnelle Abkuhlen auf 36-60 °C verhindert, dass sich die DNA-Strange

wieder aneinander lagern. Bei der folgend eingestellten Annealing-Temperatur, die von
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Lange und GC-Gehalt der Primer abhangt, binden die zugegebenen Primer
komplementar an die Enden der beiden Einzelstrange und bilden Hybridmolekile, die
als Ausgangspunkt fur die Elongation dienen und den zu amplifizierenden Bereich
markieren. Ein Primer besteht aus einer kurzen einzelstrangigen DNA-Sequenz, die
man entweder synthetisch oder experimentell durch Isolierung des gewunschten DNA-
Abschnitts herstellt. Die Annealingtemperatur flr Primer mit einer Lange von etwa 20 bp
kann mit der Gleichung nach Wallace: T, (in °C) =4 = (G + C) + 2 = (A + T) ermittelt
werden. Der durch das Primer-Annealing entstandene doppelstrangige Bereich dient
nun als Startpunkt fir die DNA-Polymerase. Die DNA-Polymerase ist ein Enzym, das
aus dem hitzestabilen Bakterium Thermus aquaticus gewonnen wird, das bei 72 °C sein
Temperaturoptimum hat. Dieses Enzym baut Nukleotidtriphosphate (dNTPs)
komplementar in 5-3-Richtung ein und vervollstandigt somit den Doppelstrang. Als
Produkt erhalt man zwei neue doppelstrangige DNA-Molekule, deren Lange durch die
5-Enden der Primer festgelegt ist. Durch erneutes Erhitzen auf 94 °C beginnt die
Schrittfolge erneut. Jede Wiederholung dieses Zyklus flhrt zu einer Verdopplung der
DNA im Sinne einer ,Kettenreaktion“ und zu einer exponentiellen, selektiven etwa 10°-

10’-fachen Anreicherung der durch die Oligonukleotide flankierten DNA-Sequenz.

3.2.10 Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR)
Mithilfe der Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR) kdnnen RNA-Sequenzen spezifisch

amplifiziert werden. Besondere Bedeutung kommt dieser Methode zu, wenn seltene
Transkripte nachgewiesen und die Starke der Genexpression eingeschatzt werden soll.
Nach der RNA-Isolation schlieldt sich wie beschrieben der DNase-Verdau, die cDNA-
Synthese und schliellich die RT-PCR an. Um eine tatsachliche Expression von
genomischer Verunreinigung zu differenzieren, wurde die RT-PCR-Reaktion
grundsatzlich auch mit der zugehoérigen Negativkontrolle durchgefuhrt, die aus einer
DNase-verdauten RNA besteht, die wahrend der cDNA-Synthese ohne Zusatz der
reversen Transkriptase blieb. Zur Uberpriifung der cDNA-Synthese diente die p-Actin-
PCR. B-Actin wird als sogenanntes ,Housekeeping“ Gen in allen Zellen unabhangig
vom Aktivierungszustand der Zelle exprimiert. Die p-Actin-Primer sind derart gestaltet,
dass sie den Exon-Exon-Ubergang erkennen und somit spezifisch fir cDNA sind, die
eine Kopie der schon gespleissten, von Introns befreiten mRNA darstellt. Sofern eine
nested PCR (siehe Resultate) angeschlossen wurde, diente ebenfalls das Protokoll fur

die spezifischen Primer als Vorlage. Die Reaktionsansatze und das PCR-Programm
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sehen wie folgt aus (Tabelle 3.4, 3.5 und 3.6).

Stammldsungen Konzentration |Finale Konzentration | N=1
DEPC-H,0 18,5 pl
d-NTP 25 mM je ANTP | 250 uM je ANTP 0,25 yl
PCR Reaktions-Puffer 10 x konzentriert | 1 x konzentriert 2,5 ul
Primer Mix 6 uM 0,6 uM 2,5 ul
Tag DNA Polymerase 5 U/ul 0,05U 0,25 ul
Template DNA variabel 1l

Tabelle 3.4: RT-PCR mit spezifischen Primern in einem Gesamtreaktionsvolumen von 25 pl

Aufgelistet sind die Reagenzien mit ihrer urspriinglichen Konzentration, der finalen Konzentration sowie

deren Anteil im RT-PCR-Reaktionsgemisch mit spezifischen Primern.

Stammldsungen Konzentration |finale Konzentration |N=1
DEPC-H,0 18,75 pl
d-NTP 25 mM je ANTP | 250 uM je dNTP 0,25 yl
PCR reaction buffer 10 x konzentriert | 1 x konzentriert 2,5 ul
B-Actin Primer Mix: 10 uM 0,5 uM 1,25 pl
Tag DNA Polymerase 5,0 U/ul 0,05U 0,25 ul
Template DNA variabel 2 ul

Tabelle 3.5: PCR mit §-Actin-Primern in einem Gesamtreaktionsvolumen von 25 pl

Aufgelistet sind die Reagenzien mit ihrer urspriinglichen Konzentration, der finalen Konzentration sowie

deren Anteil im RT-PCR-Reaktionsgemisch p-Actin-Primern.

PCR-Programm

1. Initiale Denaturierung
2. Denaturierung

3. Annealing

4. End-Elongation

5. Elongation

Temperatur
94,0 °C

92,0 °C
Spezif. Temp.
72,0 °C

72,0 °C

Zeit
3 min

20 sec

30 sec

35 Zyklen

1 min

5 min

Tabelle 3.6: PCR-Programm fiir die RT-PCR abgestimmt auf die Tag-DNA-Polymerase
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3.2.11 Vollblut-Assay

Bei dem Vollblut-Assay-Protokoll dienen 1,5 ml vendses Blut als Ausgangsmaterial fur
die RNA-Isolierung mit dem QlAamp RNA Blood Mini-Kit. Dabei werden zunachst
selektiv die Erythrozyten durch einen hypotonen Lysepuffer zerstort und extrahiert. Die
verbleibenden Leukozyten (Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten) werden
anschliellend unter stark denaturierend wirkenden Bedingungen, die sofort samtliche
RNAsen inaktivieren, mittels des RLT-Puffers (Lysis-Puffer) lysiert. Dies bewirkt die
Isolation von intakter RNA. Nach Homogenisierung in einer Shredder-Spin Saule und
Zugabe von Ethanol wird die RNA wahrend einer Zentrifugation an eine Silikon-Gel-
Membran gebunden. AnschlieRende Waschvorgange mit bereitgestellten Puffern
beugen Kontaminationen vor. Ein eingefigter DNase-Verdau von 15 min bei
Raumtemperatur mit dem RNase-Free DNase Set von Qiagen (DNase | = 1500 Kunitz
units) behebt Verunreinigungen mit genomischer DNA. Die gewonnene RNA, ca. 3
ug/ml Vollblut, wird in 25 yl RNAse-free-water eluiert. Ein am Ende durchgefuhrter
zweiter DNase-Verdau mit der DNase | von Invitrogen (4 ul DNase, 4 pl 10 x DNase |
reaction buffer und 3 ul RNaseOUT, RNA-Eluat) wird 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert und beseitigt verbleibende DNA-Kontaminationen. Weitere 4 yl EDTA (25 mM)
und eine 10-minutige Erhitzung des Ansatzes bei 65 °C inaktivieren die DNase. Die
Konzentration der RNA wird mit den zuvor beschriebenen Methoden bestimmt. Die
Halfte des 40 pl-Reaktionsansatzes, die mindestens 2 uyg RNA ergeben, wird fur die
nun folgende cDNA-Synthese verwendet. Man versetzt die 20 pyl Ansatz mit 2 pl Oligo
(dT)12-18 -Primer (500 pg/ml) und 2 yl dNTP (10 mM each), inkubiert den Ansatz 5 min
bei 65 °C und repositioniert ihn dann sofort wieder auf Eis. Nach einer kurzen
Zentrifugation erfolgen die Zugabe von 8 pl 5x first-strand Buffer, 4 ul 0,1 M DTT und 2
bl RNase-Inhibitor (40 units/ul). Der Reaktionsansatz wird vermischt und zwei Minuten
bei 42 °C erhitzt. Es ergibt sich eine Gesamtmenge von 38 pl, die halbiert wird, wobei
die eine Halfte als Kontrolle fungiert. Der anderen Halfte werden 1,5 pl Superscript
(reverse Transkriptase) fur die cDNA-Synthese zugeflhrt. Die Inkubation dieser
reversen Transkriptase erfolgt Uber 50 min bei 42 °C, die anschlieRende Inaktivierung
Uber 15 min bei 70 °C. Die entstandene cDNA kann nun wieder als Template fur die
RT-PCR genutzt werden. Bei dem Vollblut-Assay werden wahrend der RT-PCR anstelle
der random hexamer primer Oligo-dT-Primer verwendet, die aus 16-20 Thymidinen
bestehen und an das PolyA’™-Ende der mRNAs binden. Einerseits gewahrleisten die
Oligo dT-Primer die selektive Bindung an die mRNAs und erhéhen damit die Spezifitat;
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andererseits synthetisiert die reverse Transkriptase hierbei lediglich cDNAs von 1-2 kb

Lange.

3.2.12 Agarosegel-Elektrophorese

Die hier angewandte Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische
Methode, um Nukleinsduren zu analysieren. DNA-Strange bzw. PCR-Amplifikate
werden der Grole nach aufgetrennt und ihre GroRe durch Vergleich mit Banden
bekannter GroRe bestimmt. Dazu wird ein 1%iges Agarosegel, bestehend aus LE-
Agarose und Elektrophoresepuffer (1x TBE), nach dem Erhitzen gegossen, das kleine
Taschen fur das Auftragen von Proben enthalt. 3 ul der zu untersuchenden Probe
werden jeweils 5 ul Probenpuffer zugesetzt. Dieser enthalt Ficoll, dessen groliere
Dichte die DNA in die Geltaschen sinken lasst und Orange G, das die Lauffront sichtbar
macht. Es wird eine Spannung von 60 bis 140 V angelegt, wodurch die DNA aufgrund
ihrer negativen Ladung zur positiv geladenen Anode wandert. Fur Amplifikate, die
kleiner als 3 kb sind, gilt, dass die Laufstrecke umgekehrt proportional zum Logarithmus
der Fragmentlange ist. Als Referenz fur sich abbildende Banden lauft eine DNA-Leiter
mit. Dem Gel zugegebenes Ethidiumbromid (0,6 ug/ml), ein Fluoreszensfarbstoff, der
die DNA interkaliert, wird bei anschliefender UV-Strahlung von 220 nm angeregt und
demaskiert die erwlinschten DNA-Banden. Die Lichtintensitat ist dabei proportional zur
vorhandenen DNA/RNA-Menge.

3.2.13 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

FUr die spatere Sequenzierung und bei Klonierungen missen die PCR-Produkte aus
dem Gel geldst werden. Daflr verwendet man den QIAquick Gel Extraction Kit
(Quiagen). Zunachst schneidet man die Bande von Interesse unter UV-Licht aus, um
eine DNA-Degradierung zu verhindern. Das Protokoll wird nach Angaben des

Herstellers weitergefuhrt.

3.2.14 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zum spateren Sequenzieren mussen PCR-Produkte von Primern, Nukleotiden,
Polymerasen und Salzen befreit werden. Mittels des QIAquick PCR Purification Kit |

wird dies ermoglicht. Dabei folgt man den Angaben des Herstellers.

3.2.15 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung wird mithilfe eines ABI capillary sequencer nach Angaben des
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Herstellers durchgefuhrt. Daflr werden 10 ng DNA pro 100 zu sequenzierende bp in
einem Volumen zwischen 1 und 6 ul bendtigt. Die Sequenzanalyse wird mit der
SegMan-Software (DNAStar) ausgefuhrt.

3.2.16 Klonierung von PCR-Produkten

Unter Klonierung versteht man die Vermehrung eines bestimmten DNA-Fragmentes in
Wirtszellen. Zunachst schneidet man mit Restriktionsendonukleasen die Molekule der
Ziel-DNA in Fragmente passender GroRe. Restriktionsendonukleasen sind Enzyme, die
an spezifische Sequenzen der DNA binden und sie dort schneiden. Anschliel3end
verknUpft man die Ziel-DNA mit einem Replikon, einer DNA-Sequenz, die eine
unabhangige DNA-Replikation vermitteln kann. Als Replikon dienen Vektoren, z. B.
Plasmidvektoren, die sich durch ihre geringe GroRe und hohe Kopienzahl auszeichnen
und zumeist nur noch das fur die Selektion notwendige Resistenzgen sowie einen
Replikationsursprung fur ihre Vermehrung besitzen. Sie verfugen uber eine ,multiple
cloning side”, die eine Reihe sogenannter singularer Restriktionsstellen enthalt, an
denen sie selektiv mit Restriktionsenzymen (bzw. -endonukleasen) geschnitten werden
konnen. Die Erkennungssequenzen der Restriktionsendonukleasen sind zumeist
palindromisch aufgebaut. Liegen die Schnittstellen nicht auf der Symmetrieachse der
Erkennungssequenz, erzeugen die Restriktionsendonukleasen Uberhangende Enden,
auch ,sticky” oder kohasive Enden genannt. Dabei schneiden sie die Ziel-DNA und den
Vektor so, dass dieselbe Art von Enden erzeugt wird, die sich anschliellend mithilfe des
Enzyms Ligase wahrend der Ligation miteinander verknupfen lassen. Die bei der
Ligation entstehenden Hybridmolekile (rekombinante DNA) Ubertragt man auf
geeignete Wirtszellen, die schlielllich durch Zellteilung proliferieren. Die Aufnahme
exogener DNA-Molekile in eine Wirtszelle, in der sich das Replikon mit der
rekombinanten DNA unabhangig vom Genom der Wirtszelle repliziert, wird als
Transformation bezeichnet. Dazu bedurfen Bakterien einer ,naturlichen Kompetenz”.
Besitzen sie diese nicht, muss die Kompetenz induziert werden. Das Hybridmolekul aus
Vektor und dem eingebrachten Fragment von Ziel-DNA wird wahrend einer
Ubernachtkultur in einer schnell wachsenden, transformierten Bakterienpopulation (z. B.
Escherichia coli) vermehrt und kloniert. Das heil3t, das gleiche rekombinante DNA-
Fragment findet sich in allen Zellen einer entstandenen Kolonie als DNA-Klon wieder.
Nach Ernten der Zellkulturen kann man selektiv die rekombinante DNA, z. B. mittels

Plasmidpraparation isolieren. Dabei erhalt man ein Vielfaches der anfanglich
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eingesetzten DNA-Menge.

3.2.16.1 Design der Primer

FUr die Ligation missen die Enden von Vektor und PCR-Fragment kompatibel gestaltet
werden. Daflr werden sie zuvor einem Restriktionsverdau mit Restriktionsenzymen
unterzogen, wobei dieselbe Art von Enden erzeugt wird. Das Ziel-DNA-Fragment muss
zuvor mit den Sequenzen der Schnittstellen versehen werden. In der ,multiple cloning
side” des verwendeten pET-22b(+)-Vektors wurden die Schnittstellen fur die
Restriktionsenzyme Xho1 und Sac1 ausgewahlt und entsprechende Primer konstruiert.
Diese bestehen aus der Restriktionsenzym-Schnittstellensequenz, einer zum PCR-
Fragment komplementéren Sequenz und einem Uberhang (Primersequenz Kapitel
4.3.1). Die Annealing-Temperatur der Primer errechnet sich mit folgender Formel:
Annealing-Temperatur in °C = 69,3 + 0,41 x ®/c Gehalt % — %%, errechnet, wobei die

Xho1- bzw. Sac1-Sequenz und der Uberhang nicht beriicksichtigt wurden.

3.2.16.2 Sac1-5785-Xho1-6241-PCR
Bei der Sac1-5785-Xh01-6241-PCR wird das in diesem Fall zu klonierende 456-bp-Ziel-

Fragment des bereitstehenden 1387-bp-PCR-Fragmentes amplifiziert. Darlber hinaus
wird die Ziel-DNA mit den Schnittstellensequenzen der Restriktionsenzyme verknupft.
Die Sac1-5785-Xho1-6241-PCR wurde bei einer Annealingtemperatur von 53,5 °C
durchgefuhrt. Das PCR-Programm wurde analog zu dem der RT-PCR eingestellt.
Aufgeflihrt ist der Reaktionsansatz fur die PCR in einem 50 pl-Gesamtvolumen. Auf
einem 1%igen Agarose-Gel werden 36 pl des PCR-Produkts mit 10 ul Probenpuffer
aufgetragen und einer Elektrophorese unterzogen. Das PCR-Produkt wird per
Gelreinigung mit dem QIAquick Gel Extraction Kit purifiziert und in 30 ul destilliertem

Wasser eluiert.

Sac1-5785-Xho1-6241-PCR-Reaktionsansatz

5 ul Primer-Mix (5 pMol)

5 ul 10-fach Puffer

0,4 ul Tag-Polymerase

1 ul dNTP (10 mM)

36,6 yl HO

2 ul 5600-6987-PCR-Fragment
50 yI Gesamtvolumen
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3.2.16.3 Restriktions-Verdau

Die  Restriktionsenzyme  spalten im  doppelstrangigen  DNA-Molekll  die
Phosphodiesterbindungen. Bei der Spaltung kénnen 5'- bzw. 3'-Uberlappende oder
glatte DNA-Enden entstehen. Die Reaktionsbedingungen (Temperatur, Puffer, BSA-
Zusatz) werden nach Angaben des Herstellers gewahlt. Pro 1 uyg DNA werden 1-2 Units
Enzym zugesetzt. Die Inkubationsdauer ist von der DNA- und Enzymmenge abhangig.
Im speziellen Fall wurden die Restriktionsenzyme Sac1 und Xho1 gewahlt, die bei dem
Vektor innerhalb der ,multiple cloning side” und bei dem PCR-Produkt an den
spezifischen Schnittstellen ansetzten. Die Restriktionsansatze wurden fur 2 h bei 37 °C

inkubiert. Die Reaktion wird durch eine 20-minltige Inkubation bei 65 °C beendet.

Restriktionsendonuklease-Verdau von Insert und Vektor

Insert (Ziel-DNA) Vektor pET-22b(+)

4 ul 10 x BSA 2 ul 10 x BSA

4 ul 10 x NEPuffer 1 2 ul 10 x NEPuffer 1
28 ul Insert 10 ul Vektor

2 ul Sac1 2 ul Sac1

2 yl Xho1 2 yl Xho1

ad 40 pl mit H,O dest.  ad 20 ul mit H,O dest.

- 2 h Inkubation bei 37 °C
- 20 min Inaktivierung bei 65 °C

Kontrollverdau

4 pyl Miniprep

2 ul NEPuffer 1

1 pl xho1 2 h Inkubation bei 37°C

1ul sac 1 20 min Inaktivierung bei 65°C
12 ul H20

Neben der Vorbereitung von DNA-Fragmenten und Vektoren flur eine Ligationsreaktion
dient ein Restriktionsverdau auch der Kontrolle, ob bereits praparierte Plasmide das
gewulnschte Insert-Fragment enthalten. Kontrollrestriktionen von Plasmid-Praparationen

wurden flr ca. 2 Stunden in 20 yl Gesamtvolumen inkubiert.

3.2.16.4 Dephosphorylierung von linearisierter Plasmid-DNA
Bei der Dephosphorylierung werden die 5'-endstandigen Phosphatgruppen

restringierter  DNA durch das Enzym alkalische Phosphatase (calf intestinal
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phosphatase, CIP) abgespalten. Durch diese Reaktion soll die Religation des
geschnittenen Vektors verhindert werden. Fur die Dephosphorylierung werden dem
bereits verdauten Vektor-Restriktionsansatz noch vor der Beendigung der Reaktion das
CIP-Enzym und der entsprechende CIP-Puffer nach Herstellerangaben zugesetzt und
fur eine Stunde bei 37 °C inkubiert. Durch 20-minutiges Erhitzen bei 65 °C kann das

Enzym inaktiviert und die Reaktion beendet werden.

3.2.16.5 Ligation

Vor der Ligation missen die Restriktions-Verdau-Reaktionsansatze nach einer
Agarose-Gelelektrophorese (1 %) mit dem QIAquick Gel Extraction Kit aufgereinigt
werden. AnschlieBend erfolgt die Konzentrationsbestimmung der DNA mittels
Spektrometrie, um die einzusetzende Menge festzulegen. Das zu klonierende Fragment
wird in einem 2 bis 5-fachen molaren Uberschuss zugegeben. Die Ligation bewirkt die
Aufnahme des Inserts in den Vektor. Die T4-Ligase katalysiert dabei die Ausbildung von
Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten freien 5'-Phosphat- und 3'-
Hydroxylgruppen linearer, doppelstrangiger DNA von Vektor und DNA-Fragment. Der
Ligationsansatz wird zentrifugiert und bei 16 °C Uber Nacht inkubiert. Er steht damit fur

die Transformation in kompetente Bakterien zur Verfugung.

Ligation-Reaktionsansatz

10 yl Ansatz:

1 pl 10 x Ligase-Puffer Inkubation bei 16 °C Uber
1 pl T4 -Ligase Nacht

6 ul Insert-DNA (100-200 ng) 20 min Raumtemperatur

2 ul pET-22b(+)-Vektor

3.2.16.6 Transformation rekombinanter DNA

Es werden 50 bzw. 100 pl kompetenter Bakterienzellen auf Eis bereitgestellt und mit 3
bl (1-5 ul empfohlen, 2-10 ng DNA bzw. 50-200 ng Plasmid-DNA im Falle einer
Retransformation) rekombinanter DNA versetzt. Nach 30 min Inkubationszeit auf Eis,
bei der sich die DNA an die Bakterienzellwand anlagert, erfolgt ein 45-90 sec langer
Hitzeschock bei 42 °C Wasserbadtemperatur und die sofortige Reposition auf Eis flr
weitere 2 min. Nach Zugabe von 250 pl vorgewarmtem SOC-Medium werden die Zellen
1 Stunde bei 225 rmp und 37 °C im Schuttelinkubator angereichert. Hiernach werden

jeweils 50 bis 100 ul des Transformationsansatzes auf LB-Agar Platten (+100 pg/ml

-38 -



Material und Methoden

Ampicillin) ausplattiert und die Platten Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Am Folgetag

stellen sich die Insert-tragenden Kolonien aufgrund der Blau-Weil3-Selektion weil3 dar.

3.2.16.7 Selektion positiver Klone durch den Blau-Weil3-Test

Der Blau-Weiss-Test dient dazu, die Klone mit rekombinanten Plasmidvektoren von
denen, die nur den Plasmidvektor enthalten, zu differenzieren. Er beruht auf der
sogenannten a-Komplementierung des p-Galaktosidasegen lacZ. Bakterienstamme, die
eine Mutation des lacZ-Gens aufweisen, kdnnen keine aktiven Tetramere der f-
Galaktosidase bilden. Eine Komplementierung mit dem plasmidkodierten lacZ a-Peptid
fuhrt zur Wiederherstellung der enzymatischen Aktivitdt p-Galaktosidase. Der
Leserahmen des a-Peptids kann durch Insertion unterbrochen werden. Die Insert-
tragenden Kolonien kdénnen demnach anhand ihrer mangelnden Enzymaktiviat
identifiziert werden, da sie das chromogene Substrat X-Gal nicht umsetzen. Sie bilden
weille Kolonien. Kolonien ohne Insert-tragenden Plasmidvektor prasentieren sich
hingegen blau, denn sie exprimieren die p-Galactosidase. Die LB-Agarplatten, auf
denen die Kultivierung der transformierten Bakterien erfolgt, missen mindestens 0,5
Stunden vor dem Ausplattieren der Bakterien mit 10 ul IPTG (Isopropyl-1-thio-g-D-
galactosid, 100 mMol) und 40 pl X-Gal (5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-g-D-galaktosid, 20
mg/ml) bestrichen werden. Das Substrat X-Gal wird in Anwesenheit des Induktors IPTG

durch das Enzym p-Galaktosidase zu einem blauen Produkt umgewandelt.

3.2.16.8 Isolierung von Plasmid-DNA

Nach der Transformation werden die selektierten Kolonien ,gepickt und zusammen mit
3 ml LB-Medium (mit 50 mg/ml Amp. versetzt) in ein 15 ml Falcon-Réhrchen Uber Nacht
bei 37 °C in einem Schittelinkubator kultiviert. AnschlieBend werden die
Bakterienkulturen bei 3000 rpm flr 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Mithilfe des QlAprep®
Spin Miniprep Kit (Qiagen) werden nach den Angaben des Herstellers geringe Mengen
rekombinanter Plasmid-DNA aus den Bakterien-Pellets isoliert. Die Qiagen-Saulen
enthalten ein Anionen-Austauschermaterial. Die in dem Zelllysat enthaltene DNA bindet
aufgrund ihrer negativen Ladung an das Anionen-Austauschmaterial in der Saule.
AnschlielRend erfolgen die Elution der DNA in bidestilliertem Wasser und die Lagerung
bei -20 °C. Die Konzentration der DNA-LOsung erfolgt spektralphotometrisch bei 260
nm. Die Plasmid-DNA kann sequenziert werden. Anschlielend wird die Ligation mittels

eines Kontroll-Restriktionsverdaus und nachfolgender Agarose-Gelelektrophorese (1 %)
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Uberpruft. Dabei sollten sich eine Insert- und eine Vektorbande zeigen. Mittels
Sequenzierung der purifizierten Vektorbande kann nochmalig die Herkunft des Inserts

verifiziert werden.

3.2.17 RACE (rapid amplification of cDNA-ends)-PCR
Die Race-PCR wurde mit dem SMART™ Race cDNA Amplifiacation Kit (Clontech)

anhand der Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Als Ausgangsmaterial fur die cDNA-
Synthese wurde 1 pg DNase-verdaute RNA eingesetzt. Anschlieend erfolgt die first
strand cDNA-Synthese jeweils gesondert fur die 3’- und 5’-Race cDNA. Die cDNA-
Produkte sind Ausgangsmaterial flr die sich anschlieBende Amplifikation bei der 3'-
Race-PCR bzw. 5’-Race-PCR.

3.2.17.1 3’-Race-cDNA-Synthese und 3-Race-PCR

Die 3’-Race-PCR dient dazu, die Sequenz der gesuchten mRNA in Richtung 3’-Ende
darzustellen. Die cDNA-Synthese wird mit einem im Kit gestellten 3’-RACE-Primer
durchgefuhrt, dessen 5’-,Fragment aus einer bekannten Sequenz, SMART genannt,
besteht und dessen 3’-Fragment® ein Oligo-dT-Ende darstellt, das wahrend der cDNA-
Synthese an die potentielle PolyA*™-Sequenz der mRNA bindet. Die cDNA wird mit einer
reversen Transkriptase in 5’-3’ Richtung synthetisiert. Dabei wird an die synthetisierte
cDNA die zusatzliche SMART-Sequenz angefugt. Es schlie3t sich eine RT-PCR an,
welche die synthetisierte cDNA als Template nutzt. Als Primer dient dabei einerseits ein
UPM (Universal Primer Mix), der komplementar an die SMART-Sequenz bindet. Der
zweite Primer ist ein genspezifischer Primer (GSP), der komplementar an eine
ausgewahlte Sequenz am 3’-Ende der cDNA bindet und spezifisch anhand der
potentiellen Sequenz der mRNA konstruiert wurde. Wahrend der RT-PCR wird die
gesuchte mRNA mit dem GSP am 5’ -Ende beginnend in Richtung 3’-Ende der mRNA

synthetisiert.

3.2.17.2 5-RACE-cDNA-Synthese und 5-RACE-PCR

Die 5’-RACE-PCR verfolgt das Ziel, die Sequenz der gesuchten mRNA in 5’-Richtung
darzustellen. Zunachst wird die cDNA mit einem Oligo-dT-Primer, der an die PolyA™-
Sequenz der mRNA bindet, durch eine zugegebene reverse Transkriptase in 5-3'-
Richtung synthetisiert. Hat die reverse Transkriptase das 5-Ende der mRNA erreicht,

fugt sie komplementar dazu an das 3’-Ende der cDNA eine PolyC-Sequenz mittels
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einer Funktion an, die terminale Transferase genannt wird. Dies ist notwendig, um
spater eine spezifische Sequenz zur Verfugung zu haben. Komplementar zu diesem
Cytosinuberhang heftet sich an das 3’-Ende der mRNA wiederum ein definiertes
bekanntes Oligonukleotid (SMART Il genannt), das mit einer PolyG-Sequenz an die
Cytosinabfolge der synthetisierten cDNA bindet. Die reverse Transkriptase nutzt
wiederum die SMART II-Sequenz, die nun das 5-Ende der mRNA darstellt und
synthetisiert die cDNA komplementar zu dieser weiter. In der folgenden 5’-RACE-PCR
wird nun abermals ein Universal Primer Mix (UPM) verwendet, der an das zur SMART
[I-Sequenz komplementare 3-Ende der cDNA bindet und den Beginn fur die
Amplifikation in 3’-Richtung darstellt. Der genspezifische Primer ist spezifisch
komplementar zum 3’-Ende der synthetisierten cDNA bzw. identisch zum 5’-Ende der

gesuchten mRNA konstruiert.

3.2.17.3 Nested RACE-PCR

Bei der nested RACE-PCR wurden ein genspezifischer nested Primer und ein nested
UPM (Universal Primer Mix) eingesetzt. Fur die nested RACE-PCR wurde das PCR-
Produkt der RACE-PCR 1:10 verdunnt und davon 1 ul als Template eingesetzt.

3.2.17.4 RACE-PCR-Schema
Fur die RACE-PCRs wurde folgendes ,touchdown“ PCR-Schema angewandt, das auf

die Tag-DNA-Polymerase von Roche abgestimmt war. Die Annealing-Temperaturen

wurden entsprechend der eingesetzten genspezifischen Primer variiert.

RACE-PCR-Schema Nested RACE-PCR-Schema
5 Zyklen: 94 °C 30 sec 15-30 Zyklen: 94 °C 30 sec
72 °C 3 min 60 °C 30 sec
72 °C 3 min
5 Zyklen: 94 °C 30 sec
70 °C 30 sec 1 Zyklus: 72 °C 10 min
72 °C 3 min

4 °C fortwahrend
25 Zyklen: 94 °C 30 sec
Annealing-Temp. 30 sec
72 °C 3 min

4 °C fortwahrend
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3.2.18 Klonierung der RACE-PCR-Produkte in E. coli-Zellen

Die RACE-PCR-Produkte wurden auf ein Agarosegel (1 %) aufgetragen und dargestellt.
AnschlieBend wurden die selektierten PCR-Produkte (7 ul) wahrend der Ligation
mithilfe der T4-Ligase mit dem pGemTeasy-Vektor verknlpft. Die bei der RACE-PCR
genutzte RNA-Polymerase fligt wahrend der Transkription eine PolyA™-Sequenz an, an
die der hier genutzte pGemTeasy-Vektor mit einer Poly-T-Klonierungsstelle
komplementar wahrend der Ligation bindet. Es folgte die Hitzeschock-Transformation in
die kompetenten DH5a-E. coli-Bakterien. Rekombinante Klone wurden mittels der Blau-
Weil3-Selektion und Kolonie-PCR identifiziert und Gber Nacht kultiviert. Die Plasmid-

DNA wurde aus den Bakterienzellen isoliert und sequenziert.

3.2.19 Kultivierung von E. coli

Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide trugen eine Ampicillin-Resistenz. E. coli-
Zellen wurden in Flussigmedien (5 ml LB-Medium * Antibiotikum) bei 37 °C unter
Schutteln bei 225 rpm Uber Nacht herangezogen. Dazu wurden 3 ml Kulturmedium mit

E. coli-Kolonien (Einzelklone von Agarplatte) angeimpft.

3.3 BLAST-Analyse
Die BLAST (basic local alignment search tool)-Analyse (Altschul et al., 1990) wird

verwendet, um DNA- oder Protein-Sequenzen mit bereits in einer Datenbank
vorhandenen Sequenz zu vergleichen. Das Programm prasentiert dabei eine Reihe
lokaler Alignments, das hei3t Gegenuberstellungen von Stlcken der gesuchten

Sequenz mit ahnlichen Stucken aus einer Datenbank und gibt deren Signifikanz an.

-42 -



Resultate

4 Resultate

4.1 Expressionsanalyse der HERV-K-dUTPase

Wie in der Einleitung ausgefuhrt, konnte in Vorarbeiten ein Fragment einer humanen
endogenen retroviralen dUTPase im PSORS1-Zielbereich um den Marker M6S168 auf
dem Klon AC006048 zwischen nt20996 und nt25254 bei nt21082 identifiziert werden.
Dieses entspricht dem offenen Leseraster ORF 23048, der gemal der Sequenz des
Referenzklons AC006048 mit einem Startcodon bei nt23048 (= 5618) entsprechend der
Namensgebung der Primer) beginnt und bei nt23674 (= 6244) endet. Der ORF 23048
umfasst damit 626 Basen und eine putativ translatierte Aminosaure-Abfolge von 208
Aminosauren. Gemal der Aminosauresequenz des ORF 23048 lokalisiert sich die
HERV-K-dUTPase im Bereich der etwa 80. bis 185. putativ translatierten Aminosaure.
Weiterhin konnten durch Sequenzierungsanalysen zwei Varianten (,low risk® und ,high
risk“) des HERV-K-dUTPase-Fragmentes identifiziet werden, die sich durch
Einzelstrangpolymorphismen voneinander unterscheiden. Die korrespondierenden
Aminosaure-Variationen zwischen dem HR- und LR-Haplotypenpool folgen direkt auf
den Abbruch der Sequenzhomologie. Die Primarsequenz betrachtend lasst sich nicht
vorhersagen, ob eine oder beide der PSORS1-dUTPase-Varianten enzymatisch aktiv

sein kdnnten.

In Vorarbeiten wurde bereits die Expression eines 260-bp-Fragmentes des PSORS1-
dUTPase-ORF in den peripheren mononukledren Zellen (PBMCs, Peripheral Blood
Mononuclear Cell) gesunder Probanden unter Anwendung einer nested PCR
nachgewiesen. Der Nachweis der Expression des dUTPase-ORF in Vollblut von
Psoriasis-Patienten sowie in Hautgewebeproben gelang bisher nicht und stellte ein Ziel

dieser Arbeit dar.

4.2 Strategie zum Nachweis der Expression des HERV-K-dUTPase-ORF 23048

Die Abbildung 4.1 stellt die drei Polymerasekettenreaktionen dar, die den Bereich des
dUTPase-ORF 23048 umfassen. Die 56-60-PCR wird mit dem Primerpaar 6
durchgefuhrt, das gemal® der Namensgebung der vorliegenden Arbeit aus dem 5600

foward- und 6062 reverse Primer besteht (erwartete Basenpaarlange 462 bp). Auf dem
Klon AC006048 befinden sich die Primerbindungsstellen bei nt23030 und nt23492. Die
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60-64-PCR nutzt das Primerpaar 7, bestehend aus dem 6025 foward- und 6455 reverse
Primer, das ein PCR-Produkt von 430 bp umfasst. Bei der 63-69-PCR wird das
Primerpaar 8 verwendet, das aus dem 6363 forward- und 6987 reverse Primer
zusammengesetzt ist und ein 624-bp-PCR-Produkt einschliet. Die Sequenz und
Eigenschaften samtlicher in der Arbeit erwahnter Primer sind im Material-Methoden-Tell
aufgefuhrt. Ein sehr wesentlicher Aspekt der hier verwendeten Primerpaare ist, dass
diese so ausgewahlt sind, dass sie nicht an homologe Sequenzen anderer endogener

Retroviren im Genom binden.

63 - 69 PCR
5660 PCR "2%7% nt24417
nt23030 nt23492
60 - 64 PCR
nt23455 nt23885
ORF 22576
nt22576 nt23124

ORF 23048 (dUTPase)
nt23048 nt23674

a Il | [
HR/LR- Pool- Variationen

22000 22500 23000 23500 24000 24500 25000

Klon AC006048 in kb

Abbildung 4.1: Spezifische Polymerasekettenreaktionen in Relation zu den offenen Leserastern
(open reading frames, ORF) 22576 und 23048 und zu den Psoriasis-assoziierten
Sequenzvariationen zwischen dem HR- und LR-Pool im 4,3-kb-Zielintervall

Dargestellt sind die Lage der identifizierten ORFs auf dem Klon AC006048 und die dazugehodrigen PCR-
Primerpaare der insgesamt zehn, den gesamten 4,3-kb-Zielbereich abdeckenden Primerpaare mit ihren
Primerbindungsstellen im Klon AC006048. Im Verhdltnis dazu sieht man die Positionen der
Sequenzvariationen, welche durch Sequenzierung zwischen dem Hoch- und Niedrigrisikohaplotypen auf
dem Klon AC006048 detektiert wurden.

4.2.1 Expression des dUTPase-ORF in den PBMCs einer Probandin

FUr die Expressionsanalyse des dUTPase-ORF wurde zunadchst das Primerpaar 7
genutzt. Da sich in Vorarbeiten kein Expressionsprodukt in der RT-PCR mit dem

Primerpaar 7 gezeigt hatte, wurde das Amplifikationsprodukt als Template (Matrize) fur
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eine sogenannte nested PCR verwendet. Bei der nested PCR handelt es sich um eine
ineinander geschachtelte PCR, bei der ein bereits amplifiziertes DNA-Fragment mittels
eines zweiten Primerpaares ein weiteres Mal amplifiziert wird. Das zweite Primerpaar
befindet sich dabei innerhalb des Reaktionsproduktes der primaren PCR. Vorteil der
nested PCR ist, dass auch geringste Mengen cDNA amplifiziert und darstellbar
gemacht werden konnen - illegitime Transkription - genannt (Chelly et al., 1989). Die
verwendeten nested Primer sind unspezifisch, liegen innerhalb des PCR-Produktes des
Primerpaares 7 und werden N6025 forward und N6455 reverse (N 60-64 PCR)
genannt. Die Anlagerungstemperatur der nested Primer ist hdoher als die der duReren
Primer, um eine unspezifische Bindung der duReren Primer bei der nested PCR zu
verhindern. Unter Anwendung der nested PCR konnte die Expression eines 260-bp-
langen Fragmentes des HERV-K-dUTPase-ORF in den peripheren mononukledren
Blutzellen einer gesunden Probandin nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4.2).
Folgend sollte gepruft werden, ob der HERV-K-dUTPase-ORF auch in psoriatischen

Hautgewebeproben exprimiert wird.

4.2.2 Expression des dUTPase-ORF in Ilasionaler und nicht-lasionaler

psoriatischer Haut

Ausgangsmaterial waren Gewebeproben lasionaler und nicht-lasionaler Haut von flnf
Psoriasis-Patienten sowie eine Gewebeprobe gesunder Haut. Aquivalent zu dem
Expressionsnachweis in den PBMCs wurde RNA aus der Haut extrahiert, die cDNA
mittels einer reversen Transkriptase synthetisiert und eine RT-PCR durchgefuhrt. Unter
Anwendung der 60-64-RT-PCR mit dem Primerpaar 7 gelang die Darstellung eines
PCR-Produktes primar nicht. Daher wurde die nested-60-64-PCR mit dem nested
Primerpaar 7 angeschlossen. Im Ergebnis liel3 sich erstmalig in zwei lasionalen
Hautgewebeproben zweier Patienten, einer nicht-lasionalen Hautgewebeprobe eines
weiteren Patienten und in der Haut eines gesunden Probanden die Expression eines
260-bp-Fragmentes des dUTPase-ORF nachweisen (Abbildung 4.2 oben). Der
Vergleich der Sequenzen der dargestellten Amplifikationsprodukte mit dem
Referenzklon AC006048 auf Chromosom 6 ergab eine hundertprozentige
Ubereinstimmung. Sowohl in der Ziel-Transkript-PCR (Abb. 4.2 oben) als auch in der
Kontroll-PCR mit p-Actin (Abb 4.2 unten) war kein Produkt nachweisbar, wenn bei der
cDNA-Umschreibung keine reverse Transkriptase verwendet wurde. Dies zeigt, dass

die amplifizierten Transkripte RNA-Spezies sind und keine genomischen DNA-
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Fragmente darstellen. Somit bestatigen diese Daten, dass das retrovirale dUTPase-
Fragment in vivo in Hautgewebeproben von drei unabhangigen Psoriasis-Patienten

exprimiert wird.
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+ - + B + - + - + -
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Proband 1 Proband 2
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400 —

+ - + - + - + - + -
PBMC PsolL1 PsolL2 PsoNL3 Haut
Proband 1 Proband 2

Abbildung 4.2: Expression des dUTPase-ORF (oben) und von g-Actin (unten) in psoriatischer und
gesunder Haut sowie in PBMCs

Dargestellt ist die Expression des dUTPase-ORF in Idsionalen und nicht-lasionalen Hautgewebeproben
von Psoriasis-Patienten, in einer Hautgewebeprobe eines gesunden Probanden und in den PBMCs einer
gesunden Probandin (oben). Hierbei wurde das nested Primerpaar 7 in der N6025-6455-PCR (erwartete
Lange 260 bp) verwendet. Unten sind die entsprechenden cDNA-Kontrollen mittels der p-Actin-PCR
(erwartete Lange 466 bp) abgebildet.

Legende: (+) Positivkontrolle = cDNA-Synthese mit reverser Transkriptase, (-) Negativkontrolle = cDNA-

Synthese ohne reverse Transkriptase, Pso = Psoriasis-Patient, L = Iasional, NL = nicht-lasional
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4.2.3 Expression des dUTPase-ORF unter Verwendung von PolyA*-mRNA
Die mRNA stellt einen Anteil von 1 % bis 5 % an der Gesamt-RNA dar und dient bei der

Synthese der cDNA als Matrize. Wurde man bei der Expressionsanalyse des HERV-K-
dUTPase-ORF eine cDNA nutzen, bei deren Synthese ausschlieRlich die PolyA"™-mRNA
als Matrize diente, kdnnte dies als ein weiterer wichtiger Hinweis fur die Existenz einer
mRNA eines potentiell translatierten Gens gewertet werden. Die PolyA™-mRNA wurde
daher aus der Gesamt-RNA, die zuvor aus den PBMCs einer gesunden Probandin
extrahiert worden war, unter Verwendung des Oligotex mRNA Mini Kit von Qiagen
isoliert. Dieser bedient sich des spezifischen Merkmals eines 20-250-Adenosin-
Nukleotid-Endes von eukaryoter mRNA. Die tRNA und rRNA, die kein PolyA*™-Ende
aufweisen, werden dabei nicht erfasst. Es folgten die cDNA-Synthese, die isolierte
MRNA als Matrize nutzend und anschlieRend die RT-PCR mit dem Primerpaar 7. Im
Ergebnis zeigte sich erstmalig die Expression eines 430-bp-langen PCR-Fragmentes
des HERV-K-dUTPase-ORF in den PBMCs einer gesunden Probandin ohne eine
angeschlossene nested PCR (Abbildung 4.3 links). Dargestellt ist auch die Kontroll-
PCR mit p-Actin (Abbildung 4.3 rechts). Dieser Befund legt nahe, dass der im Blut

exprimierten retroviralen dUTPase eine mRNA zugrunde liegt.

PolyA*™-mRNA-RT-PCR PolyA*-mRNA-3-Actin-PCR

1500 —
1500

600 —
500 —

400 —

600 —
500
400 __
300 —
300 —

+ - +

Probandin 3 Kontrolle Kontrolle Probandin 3

Abbildung 4.3: Expression der HERV-K-dUTPase (links) und von p-Actin (rechts) in den PBMCs
einer gesunden Probandin

Fiir die cDNA-Synthese wurde ausschlieBlich PolyA™-mRNA als Matrize genutzt. Bei der Expression des
HERV-K-dUTPase-ORF (links) wurde das Primerpaar 7 in der 60-64-RT-PCR (erwartete Lange 430 bp)
verwendet. Rechts sind die entsprechenden cDNA-Kontrollen anhand der p-Actin-PCR (erwartete Lange

466 bp) abgebildet. Legende siehe Abbildung 4.2.

- 47 -



Resultate

4.2.4 Etablierung eines RT-PCR-Assays aus Vollblut zum Nachweis PSORS1

assoziierter dUTPase-Fragmente in Einzelschritt-PCR

Im Verlauf der experimentellen Arbeit stellte sich die bis dato durchgeflihrte RNA-
Isolation aus den PBMCs mittels des Trizol-Reagenz als zunehmend unzuverlassig dar,
da die Ausbeute an RNA insbesondere in Hinblick auf die vermutlich schwache
Expression des putativen Suszeptibilitdtsgens gering war. Darlber hinaus offenbarte
sich eine weitere Schwierigkeit. Der von uns definierte 4,3-kb-umfassende PSORS1-
Zielbereich auf dem Chromosom 6 ist in seiner Struktur hoch redundant aufgebaut.
Dies beruht darauf, dass die retroviralen Sequenzen Homologien zu einer Vielzahl
genomischer Sequenzen in unserem gesamten Erbgut aufweisen. So waren im Verlauf
einige nested-PCR-Amplifikate von psoriatischer Haut nicht zu unserer PSORS1-
Zielregion zuzuordnen. Der Versuchsablauf musste daher mit dem Ziel eines hdheren
Maldes an Spezifitdt optimiert werden. Es schien wahrscheinlich, dass die Nutzung von
unspezifischen nested Primern den Grad an Unspezifiat erhdht. Demnach galt es, den
Schritt der nested PCR zu umgehen und einzig mittels der RT-PCR die Expression des

dUTPase-ORF nachzuweisen.

Die RNA-Isolation wurde dabei mit dem QIAamp RNA Blood Mini Kit aus Vollblut
bewerkstelligt. Der Unterschied gegenuber der RNA-Isolation mit Trizol besteht darin,
dass die RNA-Extraktion aus Vollblut auch die Granulozyten einschlief3t.
Demgegenulber wird die Mehrheit der Granulozyten bei der PBMC-Isolation nicht isoliert
und dementsprechend auch keiner RNA-Isolation unterzogen. Somit steigt der Anteil an
isolierter RNA bei der Vollblut-RNA-Extraktion. Ein weiterer Aspekt ist die funktionelle
Rolle der Granulozyten bei den pathophysiologischen Prozessen der Psoriasis. Dartber
hinaus besteht bei dem RT-PCR-Assay aus Vollblut durch einen zweifachen
integrierten DNase-Verdau ein doppelter Kontrollmechanismus zur Verhinderung
genomischer Kontaminationen. Bei der sich anschlieRenden cDNA-Synthese werden
anstelle von random hexamer Primer Oligo-dT-Primer verwendet, die selektiv an das
PolyA*-Ende der mRNA hybridisieren. Als Negativkontrolle dient ein Ansatz, dem
wahrend der cDNA-Synthese das Enzym reverse Transkriptase nicht zugesetzt wurde.
Die synthetisierte cDNA wurde anschlieRend als Template fur die RT-PCR mit dem

Primerpaar 7 (6025 forward — 6455 reverse) verwendet.
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4.2.5 Expression des dUTPase-ORF mittels der Einzelschritt-60-64-RT-PCR

Hierbei wurde erstmalig bei drei von vier Psoriasis-Patienten die Expression des 430-
bp-60-64-PCR-Produktes des HERV-K-dUTPase-ORF in Vollblut nachgewiesen
(Abbildung 4.4 oben).
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+ - + - + - +
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Abbildung 4.4: Expression des dUTPase-ORF mit der 60-64-Einzelschritt-RT-PCR (oben) und von
B-Actin (unten) in Vollblut von Psoriasis-Patienten

Dargestellt ist die Expression des dUTPase-ORF in Vollblut von drei der vier untersuchten Psoriasis-
Patienten (oben). Hierbei wurde der Versuchsablauf des RT-PCR-Assays aus Vollblut mit dem
Primerpaar 7 in der 60-64-RT-PCR (erwartete Lange 430 bp) angewendet. Unten sind die
entsprechenden cDNA-Kontrollen mittels der p-Actin-PCR (erwartete Lange 466 bp) abgebildet. Legende
siehe Abbildung 4.2.

Die in Abbildung 4.4 benannten Patienten 1, 3 und 4 sind Typ 1-Psoriasis-Patienten,
der Patient 2 ist ein Typ 2-Psoriasis-Patient. Alle PCR-Produkte wurden sequenziert,
und ihre Sequenz mit dem Sequenzvergleichsprogramm BLAST dem Klon AC006048
zugeordnet. Die Expression von f-Actin konnte bei allen der eingesetzten cDNAs

aufgezeigt werden (Abbildung 4.4 unten). Dies konnte als Hinweis dafur gewertet
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werden, dass nicht alle an Psoriasis erkrankten Patienten die HERV-K-dUTPase im Blut

exprimieren.

Vergleichend dazu wurde die Expression des 430-bp-60-64-PCR-Produktes des ORF
23048 bei gesunden Probanden untersucht. Alle getesteten gesunden Probanden
exprimieren das 430-bp-PCR-Produkt des ORF 23048 (Abbildung 4.5 oben).
Dargestellt ist auch die Kontroll-PCR mit $-Actin (Abbildung 4.5 unten).

1500

600 —
500 —
400

300 —

+ - + - + - + - +
Proband 1 Proband 2 Proband 3 Proband 4 Proband 5

1500

600
500 —
400 __

300 —

+ - + - + - + - +
Proband 1 Proband 2 Proband 3 Proband 4 Proband 5

Abbildung 4.5: Expression des dUTPase-ORF mit der 60-64-Einzelschritt-RT-PCR (oben) und von
B-Actin (unten) in Vollblut von gesunden Probanden

Dargestellt ist die Expression des dUTPase-ORF in Vollblut von fiinf gesunden Probanden (oben).
Hierbei wurde der Versuchsablauf des RT-PCR-Assays aus Vollblut mit dem Primerpaar 7 in der 60-64-
RT-PCR (erwartete Léange 430 bp) angewendet. Unten sind die entsprechenden cDNA-Kontrollen mittels
der B-Actin-PCR (erwartete Lange 466 bp) abgebildet. Legende siehe Abbildung 4.2.

Die RT-PCR-Produkte wurden sequenziert und wiesen die Sequenz des Referenzklons
AC006048 auf. Diese Kontrolle ist in diesem Falle von extremer Wichtigkeit, da — wie

bereits aufgefihrt — aufgrund der weiten Verbreitung retroviraler Fragmente im
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menschlichen Genom, welche zum Teil Uber 90 % Homologie zueinander aufweisen,
immer die Amplifikation eines exprimierten Produktes aus einer anderen genomischen
Region maglich ist. Die folgende Abbildung 4.6 stellt die Sequenz des PCR-Amplifikates
der 60-64-RT-PCR mit dem Primerpaar 7 der Probandin 2 dar. Alle schwarz markierten
Sequenzen entsprechen Homologien von retroviralen Fragmenten anderer
genomischer Regionen. Die Abbildung 4.6 zeigt eindeutig, dass das hier amplifizierte
Produkt (rot) ausschlieBlich mit den blau markierten Klonen tbereinstimmt, welche alle
die PSORS1-Zielregion abdecken. Somit sind die dargestellten, mittels RT-PCR
amplifizierten Produkte (Abbildungen 4.4 und 4.5) eindeutig in der PSORS1-Region
kodiert.
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Abbildung 4.6: BLAST-Sequenzalignment des 60-64-RT-PCR-Produktes der Probandin 2

Als Matrize fur die cDNA-Synthese diente die aus Vollblut isolierte RNA. Bei der 60-64-RT-PCR wurde
das Primerpaar 7 verwendet. Die SNPs 143, 200 und 315 sind unterstrichen. Der Referenzklon
AC006048 (zweiter von oben) ist fett hervorgehoben. Das Alignment zeigt, dass nur die PSORS1-Klone

mit dem PCR-Produkt Gibereinstimmen, womit dessen Kodierung im PSORS1-Locus bestatigt wird.

Ausgehend von den bisherigen Resultaten war es nun von Interesse zu klaren, in
welcher Haufigkeitsverteilung das 430-bp-PCR-Fragment des dUTPase-ORF 23048 in
einer groReren Patienten-Kohorte exprimiert wird (siehe auch Tabelle 4.1). Bei 11 der
insgesamt 14 untersuchten Psoriasis-Patienten (nicht alle dargestellt) konnte die
Expression des 430-bp-langen PSORS1-assoziierten dUTPase-Fragmentes des ORF
23048 nachgewiesen werden (Abbildungen 4.4 und 4.7 oben). Von den drei Patienten,
bei denen der Expressionsnachweis nicht gelang, sind die Patienten 3 und 6 Typ 1-

Psoriatiker, der Patient 11 hingegen ist ein Typ 2-Psoriasis-Patient. Dies deutet
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wiederum eine variable Expression der HERV-K-dUTPase im Blut von Psoriasis-

Patienten an. -Actin wird von allen Patienten exprimiert (Abbildung 4.7 unten).
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Abbildung 4.7: Expression des dUTPase-ORF mit der 60-64-Einzelschritt-RT-PCR (oben) und von
B-Actin (unten) in Vollblut von Psoriasis-Patienten

Dargestellt ist die Expression des dUTPase-ORF in Vollblut einer grofReren Psoriasis-Patienten-Kohorte
(oben). Hierbei wurde der Versuchsablauf des RT-PCR-Assays aus Vollblut mit dem Primerpaar 7 in der
60-64-RT-PCR (erwartete Lange 430 bp) angewendet. Bei den Patienten 6 und 11 lasst sich die
Expression des dUTPase-ORF nicht nachweisen. Unten sind die entsprechenden cDNA-Kontrollen

mittels der p-Actin-PCR (erwartete Lange 466 bp) abgebildet. Legende siehe Abbildung 4.2.

4.2.6 Expression des dUTPase-ORF mittels der Einzelschritt-56-60-RT-PCR

Der ORF 23048 erstreckt sich von nt23048 bis nt23674 auf dem Klon AC006048. Das
Primerpaar 7 erfasst dabei einen 430-bp-langen Bereich, beginnend bei nt23455 bis
nt23885. Somit lieRen die bisherigen Versuche offen, ob der gesamte Bereich der
retroviralen dUTPase (ORF 23048) oder nur ein C-terminales Fragment in vivo
exprimiert wird. Um diese Frage zu klaren, wurde ein neues Primerpaar etabliert. Das
Primerpaar 6, 5600 forward — 6062 reverse genannt, schliefl3t sich in 5’-Richtung an das
Primerpaar 7 an und hybridisiert bei nt23030 und nt23492 des Klons AC006048. Es
erfasst damit die rund ersten 400 Basenpaare des ORF 23048 (Abbildung 4.8).
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5600 forward 6062 reverse
—_—

N6025 forward N6455 reverse
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6025 forward 6455 reverse

B ORF23048 auf dem Klon AC006048
[] Klon AC006048

Abbildung 4.8: Lage der spezifischen Primerpaare im Verhaltnis zum ORF 23048
Der griin dargestellte Abschnitt zeigt den ORF 23048 auf dem Klon AC006048. Im Verhaltnis dazu sieht
man die Primerpaare 6 (5600 forward — 6062 reverse) und 7 (6025 forward — 6455 reverse) sowie das

dazugehdrige nested Primerpaar N6025 forward — N6455 reverse.

Unter Anwendung des RT-PCR-Assays aus Vollblut mit dem Primerpaar 6 gelang es,
die Expression des 462-bp-langen PCR-Fragmentes des dUTPase-ORF 23048 in
Vollblut von Psoriasis-Patienten und gesunden Probanden nachzuweisen. Das 56-60-
PCR-Fragment wird inkonstant von sechs der 14 untersuchten Patienten bzw. vier der
sechs untersuchten gesunden Probanden in Vollblut exprimiert (Abbildung 4.9 oben
und mittig; nicht alle dargestellt). FUnf der sechs positiv exprimierenden Psoriasis-
Patienten gehdren per definitionem der Typ 1-Psoriasis an (siehe Tabelle 4.1). B-Actin
wird von allen untersuchten Patienten und Probanden exprimiert (siehe Abbildungen
zuvor). Dargestellt sind die p-Actin-PCR-Produkte jener Patienten und Probanden, die
kein nachweisbares 50-56-PCR-Amplifikat aufweisen (Abbildung 4.9 unten). DarlUber
hinaus gelang der Nachweis des 56-60-PCR-Fragmentes in Vollblut der Probandin 3
mittels einer RT-PCR, bei der ausschliel3lich eine die mRNA als Matrize nutzend
synthetisierte cDNA als Template diente (nicht abgebildet). Insgesamt deuten diese
Resultate daraufhin, dass die Gesamtlange des dUTPase-Fragmentes interindividuell
verschieden sein kann bzw. ein heterogener Transkriptionsbeginn bei dem ORF 23048

vorliegt, was ebenfalls zu biologisch unterschiedlichen Funktionen der jeweils

-h55-



Resultate

transkribierten Produkte beitragen konnte.
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Abbildung 4.9: Expression des dUTPase-ORF 23048 mit der 56-60-Einzelschritt-RT-PCR (oben

und mittig) und von p-Actin (unten) in Vollblut von Psoriasis-Patienten und gesunden Probanden
Dargestellt sind die PCR-Produkte des RT-PCR-Assays aus Vollblut mit dem Primerpaar 6 in der 56-60-
RT-PCR (erwartete Lange 462 bp) von elf Psoriasis-Patienten und sechs gesunden Probanden (oben
und mittig). Sechs der insgesamt 14 untersuchten Psoriasis-Patienten und vier der sechs gesunden
Probanden exprimieren das 56-60-RT-PCR-Produkt (oben und mittig). Unten sind die entsprechenden
cDNA-Kontrollen mittels der p-Actin-PCR (erwartete Lange 466 bp) der Patienten und Probanden
abgebildet, die das 56-60-PCR-Produkt des dUTPase-ORF 23048 nicht exprimieren. Legende siehe
Abbildung 4.2.
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4.2.7 Expression des 3’-Endes des HERV-K-dUTPase-ORF

Bis dato war es gelungen, die Expression des dUTPase-ORF 23048 auf dem Klon
AC006048 des Chromosoms 6 in dem Bereich von nt23030 bis nt23885 aufzuzeigen.
Die Lange der potentielen mRNA unseres vorgeschlagenen PSORS1-
Suszeptibilitdtsgens war nicht bekannt. Im 3’-Bereich des ORF 23048 befinden sich
mehrere potentielle PolyA*™-Sequenzen. Fir die Untersuchung dieses Bereiches wurden
die aus Vollblut anhand der extrahierten RNAs synthetisierten cDNAs in einer RT-PCR
mit dem Primerpaar 8, genannt 6363 forward — 6987 reverse, eingesetzt. Der forward
Primer hybridisiert bei nt23793, der reverse Primer bei nt24417 des Klons AC006048.
Hierbei zeigte sich im Ergebnis, dass alle sechs untersuchten Probanden und 13
untersuchten Psoriasis-Patienten (nicht alle dargestellt) dieses Fragment in Vollblut
exprimieren (Abbildung 4.10). Alle PCR-Produkte wurden sequenziert und ihre Sequenz
dem PSORS1-Locus zugeordnet. Die entsprechenden Kontrollen der cDNAs mit f3-

Actin sind bereits zuvor aufgefuhrt.
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600 —
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400 _

300

+ - + - + - + - +
Proband 2 Proband 5 Proband 3 Patient 7 Proband 4

Patient 1 Patient 5 Patient 6 Patient 8 Patient 9 Patient 10 Patient 11 Proband 6 Patient 4 Patient 12 Patient 13

Abbildung 4.10: Expression des 3’-Endes des dUTPase-ORF 23048 in Vollblut von Psoriasis-
Patienten und gesunden Probanden

Dargestellt ist die Expression des 63-69-RT-PCR-Produktes (erwartete Lange 624 bp) in Vollblut von elf
Psoriasis-Patienten und fiinf gesunden Probanden. Hierbei wurde der Versuchsablauf des RT-PCR-
Assays aus Vollblut mit dem Primerpaar 8 in der 63-69-RT-PCR (erwartete Ladnge 624 bp) angewendet.
Legende siehe Abbildung 4.2.
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Die in Abb. 4.10 gezeigten Daten dokumentieren, dass im Unterschied zum putativ
interindividuell unterschiedlichen Transkriptionsstart, die C-terminale Lange der
dUTPase einheitlich zumindest die mit diesem Primerpaar erfasste putativ erkannte
PolyA*-Sequenz umfasst. Anzumerken ist, dass sich im 3’-Bereich des dUTPase-ORF
auf dem Klon AC006048 ein weiteres offenes Leseraster namens ORF 24019 befindet.
Dieser erstreckt sich von nt24019 bis nt24441. Dies entspricht einer Basenpaarlange
von 422 bp und einer putativ translatierten Aminosaureabfolge von 140 Aminosauren.
Gemal der Aminosauresequenz wird in dem Bereich der 94. bis ca. 135. putativ

translatierten Aminosaure eine reverse Transkriptase ausgebildet.

4.2.8 Expression der dUTPase-ORF-Einzelschritt-RT-PCR-Fragmente unter
Verwendung von PolyA*-mRNA

Die folgende Abbildung dokumentiert die Einzelschritt-PCRs 56-60, 60-64 und 63-69
zum Nachweis der PSORS1-assoziierten-dUTPase-Fragmente in Vollblut einer
gesunden Probandin (Probandin 1) mit den Primerpaaren 6, 7 und 8 unter Verwendung
von isolierter PolyA™-mRNA als Matrize fiir die first strand cDNA-Synthese (Abbildung
4.11). Somit lasst sich die Expression des gesamten ORF 23048 und des sich
anschlieenden 3’-Endes nur anhand von PolyA*™-mRNA als Ursprung nachweisen, was
fur die Existenz einer mRNA eines potentiell translatierten Gens der HERV-K-dUTPase

spricht.

PolyA*™-mRNA-RT-PCR

1500

Abbildung 4.11: Expression PSORS1-assoziierter dUTPase-Fragmente mit der 56-60-RT-PCR
(erwartete Lange 462 bp), 60-64-RT-PCR (erwartete Lange 430 bp) und der 63-69-RT-PCR
(erwartete Lange 624 bp) in Vollblut der gesunden Probandin 1

Fir die cDNA-Synthese wurde die PolyA™-mRNA als Matrize benutzt. Legende siehe Abbildung 4.2.
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Die gesunde Probandin exprimiert alle untersuchten PCR-Fragmente, wobei die
Auspragung der Banden eine schwachere Expression des 56-60-PCR-Produktes
gegenuber einer deutlich starkeren Expression des 60-64- und 63-69-PCR-Produktes

andeutet.

4.2.9 Haufigkeitsverteilung der Einzelschritt-RT-PCR-Expressionen

Die folgende Tabelle 4.1 prasentiert im Uberblick die Resultate der
Polymerasekettenreaktionen mit den Primerpaaren 6, 7 und 8 aller untersuchten
Patienten und gesunden Kontrollprobanden zur Expressionsanalyse PSORS1-

assoziierter dUTPase Fragmente in Vollblut auf dem Chromosom 6.

HERV-K-dUTPase-Einzelschritt-PCRs im Uberblick

Patientennummer | Psoriasis Typ 1/2 | 56-60 PCR | 60-64 PCR | 63-69 PCR
1 1 - + +
2 2 - + /
3 1 - - +
4 1 - + +
5 1 + + +
6 1 - - +
7 1 + + +
8 1 + + +
9 2 + + +
10 1 + + +
11 2 - - +
12 1 - + +
13 1 - + +
14 1 + + +

Probandennummer
1 + + +
2 + + +
3 + + +
4 - + +
5 + + +
6 - + +

Tabelle 4.1: Dargestellt sind die Expressionsergebnisse der 56-60-PCR, 60-64-PCR und 63-69-PCR
bei allen analysierten Psoriasis-Patienten und gesunden Probanden

Legende: (+) positive Expression des PCR-Produktes; (-) keine Expressionsbande des PCR-Produktes
nachweisbar; (/) PCR nicht durchgefiihrt.

-59 -



Resultate

Hierbei fallt auf, dass sowohl das 56-60-PCR-Produkt als auch das 60-64-PCR-Produkt
inkonstant in Vollblut der untersuchten Probanden und Patienten exprimiert wird. Das
63-69-PCR-Fragment wird hingegen von allen untersuchten Patienten und gesunden
Probanden exprimiert. Ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der PCR-
Expressionen zwischen Typ 1- und Typ 2-Psoriasis-Patienten ist nicht festzustellen.
Obwohl nicht ausgeschlossen werden kann, dass der fehlende Nachweis einzelner
PCR-Fragmente technisch durch limitierte Sensitivitdt der PCR bedingt ist -
insbesondere fur das mittlere Primerpaar 60-64 - scheint bei 50 % der hier analysierten
Proben ein N-terminal langeres Fragment vorzuliegen (50-56-PCR positiv). Ob diese
Verteilung zwischen gesunden Probanden versus Psoriasispatienten Unterschiede

aufweist, muss in nachfolgenden Studien anhand gréfRerer Kohorten geklart werden.

4.2.10 Expression des PSORS1-assoziierten 1400-bp-dUTPase-Fragmentes

Unter Anwendung der 56-60-PCR, 60-64-PCR und 63-69-PCR war es gelungen, die
Expression des 462-bp-, 430-bp- bzw. 624-bp-umfassenden PCR-Produktes der
PSORS1-assoziierten-dUTPase-Fragmente des ORF 23048 wund der sich
anschliellenden Region in 3’-Richtung aufzuzeigen. Unklar war, ob sich die Expression
des gesamten Bereichs mit nur einer Polymerasekettenreaktion darstellen lieRe. Dieser
Ansatz wurde insbesondere gegen eine unterschiedliche Empfindlichkeit des
Nachweises einzelner interner Fragmente sprechen. Dazu wurden die cDNAs zweier
Typ 1-Psoriasis-Patienten (Patienten 5 und 7) ausgewahlt, die in allen Einzelschritt-

PCR-Reaktionen eine Expression gezeigt hatten.

4.2.10.1  Design der spezifischen Primerpaare fiir das 1400-bp-Fragment

Zur Eingrenzung der 1400-bp-Zielregion wurden entsprechende Primer konstruiert, die
spezifisch fur den redundant aufgebauten PSORS1-Locus sein mussten (Tabelle 4.2).
Das Primerpaar 5600 forward — 6987 reverse wurde aus den bereits in Vorarbeiten
entworfenen zehn spezifischen Primerpaaren zusammengestellt. Das Primerpaar 5593
foward — 6962 reverse wurde unter Einbeziehung von GC-Gehalt, Annealingtemperatur
und Spezifitat per Hand entworfen. Die Primerpaare wurden anschlieRend mit dem
Sequenzvergleichs-Programm BLAST (basic local alignment search tool) auf ihre

Spezifitat hin Gberprift.
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Annealing- PCR-
Name Sequenz
temperatur Produkt
5600 |5.GTT TTAACT GTT TGA AGC ATG ATC AC-3’
forward 57 °C
1387 bp
6987
5-CCTTCC TGG CTG TAATGC TCC T-3
reverse
5593
5-GGAGCTTGTTTT AACTGT TTG AAG C-3
forward
58 °C 1369 bp
6962
5-GCT TGT ATA ACT GAATTA ATG GCT CCT-3
reverse

Tabelle 4.2: Spezifische Primerpaare fiir das 1400-bp-Fragment
Aufgelistet sind die Namen der einzelnen Primer, die Sequenz, Annealingtemperatur der PCR-Reaktion

und die Lange des erwarteten PCR-Produktes.

4.2.10.2 56-69-PCR
Die cDNA des Typ 1-Psoriasis-Patienten 5 wurde in der 5593-6962-PCR als DNA-

Matrize eingesetzt und amplifiziert. Die cDNAs des Typ 1-Psoriasis-Patienten 7 und der
gesunden Probandin 2 wurden in der 5600-6987-PCR als DNA-Matrize eingesetzt und
amplifiziert. Die PCR-Bedingungen entsprachen denen der Einzelschritt-PCRs. Im
Ergebnis zeigte sich erstmalig die Expression eines rund 1400-bp-langen PCR-
Fragmentes unserer PSORS1-Zielregion auf dem Chromosom 6 in Vollblut von zwei
Typ 1-Psoriasis-Patienten (Abbildung 4.12). Dieser exprimierte Bereich schliet den
gesamten ORF 23048 mit der HERV-K-dUTPase und den sich anschlieBenden 3’-
Bereich ein. Die Expression 5600-6987-PCR-Produktes der Probandin 2 in Vollblut ist
aulerst schwach ausgepragt. Die 1400-bp-PCR-Produkte wurden anschlie3end
sequenziert, und ihre Sequenz mit dem Sequenzvergleichsprogramm BLAST dem Klon
AC006048 des Chromosoms 6 zugeordnet. Auch in diesem Experiment zeigt das
Fehlen eines Amplifikates in den Proben ohne reverse Transkriptase-Behandlung, dass
die nachgewiesenen Banden nicht genomischer DNA-Kontamination entsprechen.
Insgesamt liefert dieser Versuch eine unabhangige Bestatigung des Expression der

retroviralen dUTPase in vivo.
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Abbildung 4.12: Expression des rund 1400-bp-umfassenden PSORS1-assoziierten dUTPase-
Fragmentes in Vollblut der Typ 1-Psoriasis-Patienten 5 und 7 sowie der gesunden Probandin 2
Hierbei wurde der Versuchsablauf des RT-PCR-Assays aus Vollblut mit den in der Abbildung

aufgefiihrten Primerpaaren angewendet. Legende siehe Abbildung 4.2.

4.3 Klonierung des 1400-bp-PCR-Fragmentes in E. coli

Psoriasis-Patienten hatten im Serum eine erhdhte IgG-Antikdrperantwort gegen die
MLV (murine leukemia virus)-like-HERVs gegenuber gesunden Kontrollen aufgewiesen
(Moles et al., 2003). Dies wurde als indirekter Hinweis transkriptioneller Aktivitat von
Retroviren mit der Entstehung immunogener Epitope gewertet (Molés JP et al., 2003).
In Anlehnung an diese Arbeit stellte sich die Frage, ob auch die HERV-K-dUTPase als
ein immunogenes Epitop agieren konnte. Dafur musste der dUTPase-ORF 23048
kloniert und fur derartige Untersuchungen zur Verfugung gestellt werden. Das
entsprechende Fragment des rund 1400-bp-PCR-Produkts wurde als Insert in dem
pET-22b(+)-Vektor integriert in eine E. coli-Bakterienpopulation eingebracht
(Transformation). Im Anschluss wurde der rekombinante Vektor durch diese
Bakterienpopulation wahrend der Kultivierung vervielfacht (Klonierung). Fur dieses
Experiment wurde das 1387-bp-PCR-Produkt des Typ 1-Psoriasis-Patienten 7

ausgewahlt.

4.3.1 Design der Restriktionsendonuklease-Primer

FUr die Ligation, bei der Vektor und Insert verknupft werden, mussten die Enden von
Vektor und PCR-Fragment kompatibel gestaltet werden. Daflr werden sie von den
gleichen zwei Restriktionsendonukleasen geschnitten, womit dieselbe Art von Enden

erzeugt wird. In einer PCR mit Primern, deren Sequenzen die Schnittstellensequenz fur
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die Restriktionsenzyme beinhalten, wird die Ziel-DNA amplifiziert. Dabei werden die
Sequenzen der Schnittstellen der ausgewahlten Restriktionsenzyme mit dem Ziel-DNA-
Fragment verknUpft. In der ,multiple cloning side” des Vektors pET-22b(+) wurden die
Restriktionsenzyme Xho1 und Sac 1 ausgewahlt und zwei zugehdrige Primer
entworfen. Die Primer bestehen aus der Restriktionsenzym-Schnittstellensequenz,
einer jeweils zu einem der beiden Enden des PCR-Fragmentes komplementaren
Sequenz und einem aus wenigen Basen bestehenden Uberhang. Von dem 1387-bp-
langen PCR-Fragment sollte lediglich der Bereich des ORF 23048, der sich auf dem
Klon AC006048 von nt23048 bis nt23674 erstreckt, kloniert werden. Gemaly der
Namensgebung fur die spezifischen Primer, bei der nt17430 am 5-Ende des Klons
AC006048 den Nullpunkt darstellt, erstreckt sich der ORF 23048 von 5618 am 5’-Ende
bis 6244 am 3’-Ende. Innerhalb des 1387-bp-PCR-Fragmentes, welches das
amplifizierte Intervall zwischen nt23030 und nt24417 darstellt, positioniert sich der sac1-
5785-5-forward Primer bei nt23215 (entspricht 5785) und der reverse Primer bei
nt23671 (entspricht 6241). Das dabei resultierende, zu klonierende 456-bp-PCR-
Fragment beginnt damit bei dem 2. Startcodon ATG im ORF 23048 und schlief3t die
HERV-K-dUTPase ein, die sich in dem 208 Aminosauren-umfassenden ORF von der

85. bis ca. 185. Aminoséaure erstreckt.

Sac1-5785-5’ forward Primer Annealingtemperatur: 54,5 °C

5’-cta aa aca cca tga ggg gcc cat -3’

Uberhang Sac1 PCR-Fragment komplementére Sequenz

Xho1-6241-3’ reverse Primer Annealingtemperatur: 59,35 °C
5’-cta tct cga glcc caa taa gct gtt ttg cc -3’
Uberhang Xho1 PCR-Fragment komplementére Sequenz

4.3.2 Sac1-5785-Xho1-6241-PCR
Wahrend der sich anschlieRenden Sac1-5785-Xho1-6241-PCR wurde das 456-bp-Ziel-

Fragment amplifiziert und mit den Sequenzen der Schnittstellensequenzen der

Restriktionsenzyme verknupft.

-63 -




Resultate

4.3.3 Restriktionsverdau - Ligation — Transformation

Bei dem Restriktionsverdau mit Xho1 und Sac1, die den Restriktionsendonucleasen
vom Typ Il angehdren, wurden sowohl der Vektor pET-22b(+) als auch das 456-bp-Ziel-
DNA-Fragment an den spezifischen Schnittstellen geschnitten. Dabei wurde dieselbe
Art kohasiver Enden erzeugt, die sich bei der darauf folgenden Ligation mithilfe des
Enzyms T4-Ligase miteinander verknupfen lassen. AnschlieBend erfolgte die
Transformation in kompetente E. coli-Bakterien namens ,One Shot®Top10 competent
cells“. Die positiven Klone wurden unter Anwendung des Blau-Weil3-Tests selektioniert.
Nach Kultivierung der selektionierten Klone in einem Schuttelinkubator wurde die
Plasmid-DNA isoliert. AnschlieRend erfolgte mit einem Kontroll-Restriktionsverdau und
nachfolgender Agarose-Gelelektrophorese (1 %) die Uberpriifung der Ligation. Bei
neun von zehn selektionierten Klonen zeigten sich sowohl eine Insert- als auch eine
Vektorbande (nicht dargestellt). Die isolierten Plasmid-DNAs dieser neun Klone wurden

sequenziert und die Zugehorigkeit zum Klon AC006048 verifiziert.

4.4 Analyse putativer regulatorischer Elemente der Expression des ORF 23048

Fur die Initierung der mRNA-Transkription bendétigt die RNA-Polymerase Il entweder
eine TATA-Box als Bestandteil der Promotorregion oder funktionell aquivalente
Ersatzstrukturen in der genomischen Sequenz. Unsere Arbeitsgruppe identifizierte
keine intakten LTRs des ehemaligen HERV-K-Retrovirus, die als Promotor der
dUTPase-Sequenz fungieren kdonnten. Dagegen wurden jedoch putative TATA-Boxen
gesehen (Abbildung 4.13). Zudem konnte eine DNA-Bindungsstelle fir den
Transkriptionsfaktor IRF3 identifiziert werden. Dabei handelt es sich um einen die
Regulation der Interferon-Produktion beeinflussenden Transkriptionsfaktor. Weiterhin
fanden sich putative PolyA™-Sequenzen im 3'-Bereich der dUTPase bei nt24520,
nt25459 und nt25749. Bei PolyA™-Sequenzen handelt es sich um eine Kette von
Adenin-Nukleotiden, die an das Ende von eukaryontischen mRNA-Molekilen
angehangt werden. Dieses Polyadenylende wird von dem Enzym PolyA*-Polymerase
wahrend der Prozessierung der pra-mRNA im Zellkern mit dem 3’-Ende der mRNA
verkniipft. Dieser Vorgang wird als Polyadenylierung und eine solche mRNA als PolyA*-
mRNA bezeichnet. Die Léange der PolyA*-Sequenz variiert dabei von Gen zu Gen.
Ublicherweise findet man etwa 150 bis 200 Nukleotide. Die PolyA*-Sequenz wird vom
PolyA*-Bindungsprotein erkannt und ist notwendig fir die Initiation der Translation.

Zusatzlich schitzt es die mRNA vor schnellem Abbau. Im 5’-Bereich wurde bei nt22279

-64 -



Resultate

eine putative Bindungsstelle fur Transkriptionsfaktoren der NF-kB-Familie identifiziert,
die sogenannte c-Rel site. Bei der NF-xB-Familie handelt es sich um
Transkriptionsfaktoren, welche die Expression von Apoptose-relevanten Genen sowie
die transkriptionelle Regulation von Zellzyklus-Proteinen steuern. C-Rel stellt dabei ein

Mitglied dieser Familie dar.

c-Rel site IRF3 LTR-TATA PolyA-Sequenz
63 - 69 PCR
56-60 PCR 2% st
nt23030 nt23492
60 - 64 PCR
Nt23455 me—— 23885
ORF 22576
nt22576 nt23124

ORF 23048 (dUTPase)
nt23048 nt23674

| I | [T
HR/LR- Pool- Variationen

[ T I I I I 1

22000 22500 23000 23500 24000 24500 25000

Klon AC006048 in kb

Abbildung 4.13: Putative regulative Elemente der exprimierten HERV-K-PSORS1-dUTPase
Dargestellt sind die putativen regulativen Elemente IRF3, TATA-Box und PolyA*-Sequenz in Relation zu
den PCR-Fragmenten, den identifizierten ORFs und den Positionen der Unterschiede zwischen dem
Hoch- und Niedrigrisikohaplotypen auf dem Klon AC0060438.

4.5 RACE (rapid amplification of cDNA ends)-PCR

Aufgrund der bisher dargestellten Ergebnisse stellte sich die Frage nach der exakten C-
terminalen Begrenzung des identifizierten dUTPase-Fragmentes. Der Klarung dieser
Frage sollte die sogenannte RACE-PCR dienen. Die RACE-PCR bezeichnet eine
Methode zur Verlangerung von kurzen cDNA-Fragmenten fur die Rekonstruktion einer
vollstandigen cDNA (Frohmann et al., 1988). Ausgehend von einer bekannten Sequenz
in der kodierenden Region des Transkripts werden das 5’-Ende und 3’-Ende der mRNA

rekonstruiert. Dabei werden auch die nicht-kodierenden, jedoch regulativen Sequenzen
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wie die untranslatierten Regionen erfasst. Der genaue Versuchsablauf ist ausfuhrlich im

Kapitel 3 ,Material und Methoden® beschrieben.

4.5.1 Primerdesign der genspezifischen Primer fur die RACE-PCR

Die genspezifischen Primer mussten bestimmte Anforderungen erflllen. Sie sollten ca.
23 bis 28 Nukleotide lang sein, einen GC-Gehalt von 50 bis 70 % und eine
Annealingtemperatur von uUber 65 °C aufweisen. Bei einer Annealingtemperatur der
genspezifischen Primer von uber 70 °C war es moglich, eine Touchdown-PCR
durchzufuhren. Bei der Touchdown-PCR werden wahrend der initialen PCR-Zyklen
hohere Annealingtemperaturen als die des ,Universal Primer Mix“ eingestellt. Somit
erfolgt primar nur eine genspezifische Synthese. Im Verlauf der PCR wird die
Annealingtemperatur langsam bis auf die des ,Universal Primer Mix“ reduziert.
Weiterhin galt es, selbst-komplementare Primersequenzen zu vermeiden, die sich
zurUckfalten und intramolekulare Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden kdnnten.
Dartber hinaus sollten die genspezifischen Primer nicht komplementar zu den
Sequenzen der ,Universal Primer® sein. Das Design der genspezifischen Primer
gestaltete sich als aulerst kompliziert, da die PSORS1-Zielregion Homologien zu einer
Vielzahl von Sequenzen im gesamten Genom aufweist. Die Primer wurden unter
Berucksichtigung oben genannter Kriterien ,per Hand“ gemaf der Sequenz des Klons
AC006048 entworfen und unter Anwendung des Sequenzvergleichs-Programm BLAST

auf ihrer Spezifitat hin Gberpruft.

4.5.2 Ergebnisse der RACE-PCR

Trotz mehrfacher Wiederholung der RACE-PCR mit eigens Kkonstruierten
genspezifischen Primern stellte sich bei der Sequenzierung der Insert-Banden und
Vergleich mit dem Sequenzvergleichs-Programm BLAST nicht die Homologie zu dem
Klon AC006048 des Chromosoms 6 dar. Daraufhin wurden die genspezifischen Primer
mehrmalig neu entworfen, wobei sich deren komplementare Sequenz an die potentielle
PolyA*-Sequenz bei nt24520 annaherte. Dennoch lieR sich kein Produkt amplifizieren,
das homolog zu unserer Zielregion auf Chromosom 6 war. Dies weist darauf hin, dass
mit diesem Untersuchungsansatz die Existenz einer mRNA bzw. cDNA eines
potentiellen Suszeptibilitatsgens zwischen der 20. und 25. kb des Klons AC006048

nicht dargestellt werden kann.
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5 Diskussion

Die Pathogenese der Psoriasis ist hochkomplex und noch nicht bis ins Detail
verstanden. Seit langem wird eine genetische Pradisposition vermutet (Hoede, 1957),
und neuere Untersuchungen zeigten eine Vererbbarkeit der Psoriasis zwischen 60 und
90 % auf (Liu et al., 2007). Heutzutage wird die Psoriasis als eine polygen determinierte
Hauterkrankung angesehen, bei der eine Reihe von fakultativen Genloci im
Zusammenspiel mit Umweltfaktoren eine besondere entzindliche Pradisposition der
Haut bedingt.

5.1 Welche Sequenzvariabilitat entspricht PSORS1?
Obwohl aktuelle GWAS (genome wide association studies)-Studien (Elder, 2009; Cargill

et al., 2007; Liu et al., 2008) etliche Risikogene und auch die Assoziation der Psoriasis
mit der HLA-Klasse | (Feng et al., 2009; Nair et al., 2009) bestatigen konnten, ist noch
immer ungeklart, wo der Risiko-Locus auf Chromosom 6p21 exakt lokalisiert ist.
Allgemein bekannt ist, dass von allen in Diskussion stehenden Suszeptibiliatsloci dem
PSORS1-Locus bei der genetischen Pradisposition der Psoriasis mit 33 bis 50 % die
grofdte Bedeutung beigemessen wird (Trembath et al., 1997; The International Psoriasis
Genetics Consortium, 2003). PSORS1 reflektiert die HLA-Assoziation, die als erstes
Korrelat der genetischen Pradisposition identifiziert wurde (Russell et al., 1972). Der
hohe Grad an Linkage Disequilibrium (LD) im Bereich des PSORS1-Locus erschwert
eine allgemein anerkannte Auffassung dariber, was PSORS1 darstellt, und wo es
lokalisiert ist (Pasic” et al., 2009). Es besteht gleichfalls die Mdglichkeit, dass nicht der
HLA-Cw6-Locus selbst, sondern ein benachbarter, im Kopplungsungleichgewicht mit
HLA-Cw6 stehender Genpolymorphismus das eigentliche Risikoallel darstellt (Nair et
al., 2000). Ahnliches vermutet man bei dem Systemischen Lupus erythematodes
(Hartung et al., 1992; Kaiser et Criswell, 2010).

5.2 Die PSORS1-Suszeptibilitatsgene in der naheren Betrachtung

Die Assoziation von TCF19 mit der Schuppenflechte wurde bereits widerlegt (Teraoka
et al., 2000), STG nicht als Kandidat in Betracht gezogen (Sanchez et al., 2004; Nair et
al., 2000; 2006). Das Suszeptibilitatsgen PSORS1C3 (Chang et al., 2006) zeigte
gegenuber dem HLA-Cw6-Allel eine schwachere Psoriasis-Assoziation in der
schwedischen Bevolkerung (Holm et al., 2005). OTF3 wies im Vergleich mit HLA-Cw6
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in Spanien eine starkere Assoziation mit der Psoriasis auf (Gonzalez et al., 2000).
Dieser Zusammenhang bestatigte sich jedoch weder in der chinesischen (Chang et al.,
2003a) noch in der amerikanischen (Nair et al., 2000; 2006) Bevolkerung. Eine spatere
Untersuchung belegte wiederum die Korrelation der Psoriasis vulgaris mit
Polymorphismen des OTF3-Gens (Chang et al., 2007b). Fur Polymorphismen des
SPR1- und SEEK1-Gens wurde in Schweden der Nachweis einer positiven Assoziation
mit der Psoriasis erbracht (Holm et al., 2003), der allerdings weder durch eine
chinesische Arbeitsgruppe (Chang et al., 2003b; 2005) noch von Nair et al. verifiziert
werden konnte (Nair et al., 2006). Auch dem HCR-WWCC-Allel des HCR (alpha-helix-
coilded-coil rod homolog)-Gens wird eine positive Assoziation mit der Psoriasis vulgaris
zugeschrieben (Asumalahti et al., 2000; 2002; Chang et al., 2004). Zudem gelang es,
eine Uberexpression dieses Allels in den Keratinozyten psoriatischer gegeniiber
gesunder Haut darzulegen (Asumalahti et al., 2002; Suomela et al., 2003). Aber auch
im Falle des HCR-WWCC-Allels wird diskutiert, ob das Kopplungsungleichgewicht mit
HLA-Cw6 der positiven Assoziation mit der Psoriasis zugrunde liegt (O’'Brien et al.,
2001; Chia et al., 2001).

5.2.1 Corneodesmosin (CDSN)

Corneodesmosin befindet sich etwa 160 kb telomerisch von HLA-C und ware funktionell
ein exzellenter Kandidat fur die PSORS1-Mutation, da es bei der Kohasion der terminal
differenzierten Keratinozyten mitwirkt (Matsumoto et al., 2008). Zudem wurde eine
divergierende Expression von CDSN in psoriatischer gegenlber normaler Haut
dargelegt (Allen et al., 2001). Verschiedene Studien wiesen die positive Assoziation von
Corneodesmosin mit der Psoriasis nach (Schmitt-Egenolf et al., 2001; Orru et al., 2002;
Capon et al., 2003; Chang et al., 2006). In Japan (Ameen et al., 2005; Hui et al., 2002),
China (Chang et al., 2003a; Fan et al., 2008), Thailand (Romphruk et al., 2003) und
Spanien (Gonzalez et al.,, 2000) hingegen liel3 sich diese positive Korrelation in
Bevdlkerungsstudien nicht reproduzieren. DarUber hinaus mangelt es einigen Studien
an einer Differenzierung zu  anderen Risikoallelen, die stark im
Kopplungsungleichgewicht mit CDSN stehen (Enerback et al., 2000; Hui et al., 2002;
Romphruk et al., 2003), wobei teilweise auch deren Unabhangigkeit voneinander
aufgezeigt wurde (Schmitt-Egenolf M et al., 2001; Orru et al., 2002; Chang et al., 2006;
Fan et al., 2008).
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5.2.2 HLA-Cwé6

Reproduzierbar zeigt HLA-Cw6 die starkste genetische Assoziation mit der Psoriasis
vulgaris (Nair et al., 2006; Trembath et al., 1997; Fan et al., 2008). Schon lange
untersuchte man die Korrelation zwischen der Pravalenz der Psoriasis und dem HLA-
Cwo-Allel, wobei die Pravalenz beider in Nordeuropa am hdchsten, maRig in der
asiatischen Bevolkerung und fast nicht existent in der amerikanoindianischen
Bevolkerung ist (Farber et Nall, 1974; Yip, 1984; Tsuiji et al., 1992; Mallon et al., 1999;
Youn et al., 1999). Obwohl das Vorhandensein von HLA-Cw6 ein stark erhohtes
relatives Risiko fur die Entwicklung einer Psoriasis in nahezu allen untersuchten
Populationen mit sich bringt (Mallon et al., 1999), variiert der Anteil von Cw6-positiven
Psoriasis-Patienten und dem assoziierten relativen Risiko substantiell in verschiedenen
Bevdlkerungen. Offenkundig lief3e sich HLA-Cw6 gut mit der Autoimmunhypothese der
Psoriasis vereinbaren. So scheinen divergierende Expressionswege von HLA-C bei der
Psoriasis und dem Ekzem zu existieren, womit HLA-C mehr Bedeutung als ein
beliebiger Faktor im Rahmen der allgemeinen Entzindungsreaktion zugesprochen wird
(Carlén et al., 2007). Obgleich HLA-C gelegentlich selbst als das Risikogen der
Psoriasis erklart wird (Nair et al., 2006; 2009), fehlt hierfir bislang ein Nachweis. HLA-C
wird funktionell als Ligand fur sogenannte KIR (killer cell immunoglobulin-like
receptors)-Rezeptoren auf NK-Zellen erachtet (Boyington et Sun, 2002; Bari et al.,
2011). Daher ist es auffallig, dass auch in neueren GWAS-Studien keine Interaktion des
genetischen Risikos bezlglich der Psoriasis zwischen HLA-C und dem gleichfalls
polymorphen KIR-Rezeptor-Gen-Cluster gefunden werden konnte. Insgesamt bleibt
somit die Frage offen, ob HLA-C selbst oder ein nahe gelegener Locus wie der hier
identifizierte HERV-K-dUTPase-Locus verantwortlich fur die Assoziation ist, da dieser
sich lediglich 30 kb telomerisch von HLA-C befindet.

5.3 Die HERVK-dUTPase als putativer Locus von PSORS1

Unter Anwendung der HSS-Methode wurde die von Nair et al. vorgeschlagene, rund
190-kb-lange RH1/2-Region auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 bestatigt (Nair et
al., 2000), und die Lokalisation von PSORS1 auf ein Intervall um den Marker M6S168
eingegrenzt (Foerster et al., 2005). In einer spateren Publikation arbeiteten Nair et al.
einen 224-kb-umfassenden Zielbereich heraus (Nair et al., 2006). Nair et al. stellten mit
dieser Arbeit abermals HLA-Cw6 in den Mittelpunkt der PSORS1-Risikoallelsuche fur
Typ 1-Psoriasis-Patienten (Nair et al., 2006). Gleichwohl wird darin die Moglichkeit von
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Intron-Variationen bekannter Gene innerhalb der Risikoregion bzw. von bislang nicht
identifizierten Genen, regulatorischen Variationen oder regulatorischen RNAs in der
Umgebung bekannter Gene eingeraumt, welche die Transkription, die mRNA-
Prozessierung oder die Chromatin-Struktur beeinflussen kdnnten. Der in der
vorliegenden Arbeit postulierte Zielbereich um den Marker M6S168 befindet sich
innerhalb des von Nair et al. 2006 vorgeschlagenen 224-kb-Risikointervalls. Die
dargelegten Ergebnisse stehen damit nicht im Widerspruch zu den neuerlichen
Erkenntnissen. Die identifizierte retrovirale dUTPase kdnnte somit als ein bislang nicht
identifiziertes Gen die Pathogenese der Psoriasis entscheidend beeinflussen. Auch
eine spanische Arbeitsgruppe stellt in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit eine 150-kb-Region telomerisch von HLA-C als Zielintervall in den
Mittelpunkt (Martinez-Borra et al., 2005). So auch Oka et al., die das PSORS1-Gen
durch eine Assoziationsanalyse in der japanischen Bevolkerung innerhalb einer 111-kb-
Region telomerisch von HLA-C datierten (Oka et al.,, 1999). Eine SNP-basierte
Assoziationsanalyse favorisiert ein 46-kb-Intervall telomerisch von HLA-C in der
kaukasischen Bevodlkerung (Lench et al., 2005). Orru et al. ordnen PSORS1 anhand
einer Haplotypenanalyse innerhalb der sardischen Bevolkerung einem 70-kb-Intervall
um das Corneodesmosin-Gen zu, das HCR und SEEK1 beinhaltet, jedoch die HLA-
Klasse I|-Molekule ausschliet (Orru et al.,, 2005). Eine weitere Arbeit identifizierte
einerseits HLA-C als das primare Risikogen des PSORS1-Locus, legte jedoch zugleich
dar, dass die genetischen Varianten des HLA-C-Gens nicht zur Erklarung des
gesamten Linkage-Beweises genugen. Vielmehr wird ein weiteres Risikogen bzw. -allel
innerhalb der postulierten 172-kb-Risikoregion telomerisch von HLA-B vermutet, in der
sich daruber hinaus ausschlieBlich die HERV-K-Fragmente mit der von uns postulierten
dUTPase und HCG27 befinden (Fan et al., 2008).

Die vorliegende Arbeit weist die Expression einer HERV-K-dUTPase in der PSORS1-
Zielregion in Vollblut von gesunden Kontrollpersonen und Psoriasis-Patienten sowie in
I&sionaler und nicht-lasionaler psoriatischer Haut nach. Ein Alignment dieser dUTPase
zeigt Homologien zu einer HERV-K/HML-2.HOM-dUTPase auf Chromosom 7 (7p22).
Dabei handelt es sich um ein menschenspezifisches Provirus, dessen Formationen erst
in der neuen Evolution aufgetreten sind (Mayer et al., 1999; Tdonjes et al., 1999;
Barbulescu et al., 1999). In verschiedenen ethnischen Gruppen gelang es, DNA-

Produkte dieses Virus zu amplifizieren, was daraufhin weist, dass es haufig im
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menschlichen Genom vorkommt (Mayer et al., 1999).

5.4 HERVs und Autoimmunerkrankungen

Humane endogene Retroviren (HERVs) werden als einzelne oder multiple Kopien im
gesamten humanen Genom angetroffen und als provirale DNA vererbt. Neben vielen
putativen Rollen flur zellulare Ablaufe werden retrovirale Infektionen seit dem Nachweis
kreuzreaktiver Antikorper gegen retrovirale Proteine in serologischen Untersuchungen
als Triggerfaktoren chronisch-entzundlicher Erkrankungen diskutiert (Blomberg et al.,
1994; Bengtsson et al.,, 1996). So weisen Patienten mit einem SLE im Vergleich zu
gesunden Kontrollen in héherer Frequenz Antikorper gegen Peptide der Typ C-HERVs
auf (Bengtsson et al., 1996). Auch bei Patienten mit einem Sjogren-Syndrom bzw. einer
Multiplen Sklerose (MS) fanden sich erhohte Antikorpertiter gegen diverse HERV-
Sequenzen einschliellich HERV-K (Hervé et al., 2002). Ferner wird ein
Zusammenhang zwischen einem von HERV-K18 (entspricht HERV-K110 der HERV-K
(HML-2) Familie) kodierten Superantigen und dem Typ 1-Diabetes (Conrad et al., 1997;
Marguerat et al., 2004) sowie zwischen der Expression von MSRV (multiple sclerosis-
associated retrovirus)-Produkten der HERV-W-Familie und der Multiplen Sklerose
kontrovers diskutiert (Perron et al., 2001; Antony et al., 2011). Im Falle der MS wurde
eine signifikant hdohere Expression von HERV-H und HERV-W-Env-Epitopen auf B-
Zellen und Monozyten von Patienten mit einer aktiven MS im Vergleich zu einer stabilen
MS bzw. gesunden Kontrollen gefunden. Damit korrelierend fand sich eine erhohte

Antikdrperreaktivitat im Serum dieser Patienten (Brudek et al., 2009).

5.4.1 Die Rolle der HERVs bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen

Es existieren verschiedene pathogenetische Modelle, die retroviralen Sequenzen eine
ursachliche Rolle bei Autoimmunerkrankungen zuschreiben: Die Retrotransposition und
Insertion eines ERV in ein oder nahe eines Gens, welches die Immunantwort und
Toleranz reguliert, kdnnte zu einer Insertionsmutagenese und damit zu einer Anderung
der zellularen Regulation mit einer Storung der Genfunktion bzw. zu einer
Gendestruktion fuhren (Nakagawa et Harrison, 1996). Ein weiterer Mechanismus
besteht in der Expression von endogenen retroviralen Proteinen, die als Autoantigen
fungieren. So kdnnen endogene Retroviren fur Proteine kodieren, die in ihrer Struktur
und Aminosauresequenz korpereigenen Proteinen ahneln — molekulares Mimikry

genannt — und folglich auch eine Immunantwort provozieren. Hinter dem Versagen der
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Immunfunktion kénnte auch die Expression von Superantigenen stehen. Superantigene
sind Proteine, die von Mikroorganismen wahrscheinlich zur Verbesserung ihrer
Transmission produziert werden. Sie rufen eine heftige Immunantwort hervor, indem sie
T-Zellen zur Expression von T-Zell-Rezeptor-p-Ketten stimulieren (Woodland et
Blackman, 1992). So induzieren die HERV-K18 und HERV-W-env-Proteine im Falle der
MS und des Diabetes mellitus eine antigenabhangige polyklonale Aktivierung von T-
Zellen mit einer spezifischen variablen T-Zell-p-Kette (Perron et al., 2001). Ferner
wurde nachgewiesen, dass HERV-W-Elemente fur ein immunopathogenetisches env-
Protein kodieren, dass eine proinflammatorische und autoimmune Kaskade induziert
(Perron et Lang, 2010).

5.4.2 Antikoperantwort auf HERVs bei Psoriasis-Patienten

Die Gruppe um Molés et al. verglich 2003 die Seren von Psoriasis-Patienten mit
Kontrollen auf eine Antikdrperantwort gegen das murine leukemia virus (MLV)-like-
HERV hinsichtlich einer mdglichen Assoziation mit der Psoriasis. Im Ergebnis fanden
sich bei 91 % der untersuchten Psoriasis-Patienten gegentber 53 % bei den Kontrollen
Anti-MLV-Antikorper im Serum (Molés et al., 2003). Insbesondere das IgG zeigte sich in
der Differenzierung bei Psoriasis-Patienten deutlich erhoht. Diese Resultate wurden als
indirekter Hinweis transkriptioneller Aktivitat von Retroviren mit der Entstehung
immunogener Epitope gewertet (Molés et al., 2003). Trotzdem wird damit den HERVs
keine kausale Rolle bei der Pathogenese der Psoriasis zugesprochen, konnte ihre
Bedeutung doch auch in der Kontrolle anderer relevanter zellularer Gene liegen. Dafur
mussten die HERV-Elemente nicht zwangslaufig intakt sein, da auch — wie bereits
erwahnt — die Expression von Verstarkern, Promotoren, untranslatierten Regionen oder
Polyadenylierungssignalen maf3geblich sein kdnnte. So ist auch vorstellbar, dass die in
dieser Arbeit charakterisierten residualen Fragmente eines HERV-K fahig sind,

benachbarte Gene wie den HLA-C Locus zu beeinflussen.

5.4.3 Nachweis der Expression von HERVs in psoriatischer Haut

Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Gewebeproben |asionaler psoriatischer
Plagues und Zellkulturen von Bestandteilen dieser erbrachten erstmalig 1983 den
Nachweis virusahnlicher Partikel, deren Proteinkomposition dem murinen Typ C
Retrovirus ahnelte (Dalen et al., 1983). Eine weitere Charakterisierung dieser Partikel

fuhrte zu der Beschreibung eines Proteins namens Pso p27, dem die Funktion eines
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Psoriasis-assoziierten Antigens zugeschrieben wurde (Iversen et al., 1995; Asbakk et
al.,, 1990). In gesunder Haut gelang bereits der Nachweis einer Expression
verschiedener humaner endogener Retroviren unter Anwendung einer RT-PCR auf
dem mRNA-Level (Hohenadl et al., 1999). Des Weiteren zeigte sich in
Keratinozytenkulturen eine variable Regulation der HERV-Transkripte durch UV-B-
Bestrahlung (Hohenadl et al., 1999). Auch das HERV-E-envelope-Protein wird in
psoriatischer und atopischer Haut gegenuber der normalen Haut haufiger exprimiert
(Bessis et al., 2004). Die Intensitat der HERV-E-env-Expression stellte sich bei weiteren
Untersuchungen in lasionaler und perilasionaler psoriatischer Haut starker als in nicht-
|&sionaler psoriatischer Haut dar. Daher stellten Bessis et al. die Vermutung auf, dass
die Expression von HERV-E-env der Entstehung von psoriatischen Plaques
vorausgehen konnte (Bessis et al., 2004). Unterstutzt wurde diese Vermutung durch die
Beobachtung, dass die CD4"-T-Lymphozyten der psoriatischen Plaques (Bata-Csorgo
et al.,, 1995) im Gegensatz zum dermalen Entzindungsinfiltrat der atopischen
Dermatitis HERV-env exprimieren (Bessis et al., 2004). Dartber hinaus hatte auch hier
eine UVB-Bestrahlung die Downregulation des HERV-env-Proteins zufolge (Bessis et
al., 2004). Dies konnte die positiven Effekte von UVB-Licht bei der Psoriasis erklaren.
Auf der mRNA-Ebene konnte daneben auch eine Uberexpression von HERV-W, -K und
-E in Iasionaler psoriatischer Haut gegenuber normaler und atopischer Haut aufgezeigt
werden (Molés et al., 2000). Zudem charakterisierten Molés et al. eine neue Variante
der ERV-9/HERV-W-Familie, die eine deutlich starkere Expression in lasionaler
psoriatischer Haut gegenuber nicht-lasionaler psoriatischer oder atopischer Haut zeigt.
Der Nachweis von ERV-9 im Blut gelang nicht (Molés et al., 2005).

5.4.4 Beeinflussende Faktoren der HERV-Expression bei der Psoriasis

Bei allen pathogenetischen Vorgangen ist eine In-situ-Aktivierung von ERV durch
transaktivierende Faktoren, Bestrahlung, Chemikalien, Hormone oder Infektionen
mdglich, wodurch die Auswirkungen einer exogenen Infektion mit Retroviren imitiert
wurden (Walchner et al., 1996; Balada et al., 2009). So wird die Expression von HERV-
K durch weibliche Steroidhormone stimuliert, da retrovirale LTRs Glukokortikoid- und
Progesteron-stimulierbare Elemente enthalten (Ono et al.,, 1987). Ein anderes
ubiquitares Steuerungselement der ERV-LTRSs ist die DNA-Erkennungssequenz fur den
Transkriptionsfaktor NF-kxB, der durch UV-Strahlung aktivierbar ist (Walchner et al.,

1996). Fur Herpesviren und Eppstein Barr-Viren wurde bereits der Beweis erbracht, die
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HERV-Expression zu reaktivieren (Sutkowski et al., 2001; Brudek et al., 2004). Gleiches
wird den humanen Papilloma Viren unterstellt, die in Uber 80 % der Psoriasis-Patienten
nachweisbar sind (Majewski et al., 2001). Eine EBV-Infektion kann den HERV-K18 zur
Produktion eines Superantigens anregen (Sutkowski et al., 2001). Bei MS-Patienten
konnte eine verstarkte zellulare Immunantwort bei einer simultan vorliegenden Infektion
von ERV und HSV beobachtet werden (Brudek et al., 2004). Auch das HI-Virus 1 ist in
der Lage, die HERV-Expression zu reaktivieren und eine Antikdrperantwort gegen
HERVs zu induzieren (Lawoko et al., 2000). Dies konnte die Schwere einer Psoriasis
bei HIV-Erkrankten erklaren. Moglich ware auch, dass die HERV-Expression auf einem
Trans-Komplementierungs-Prozess zwischen verschiedenen HERV-Familien beruht
(Moles et al.,, 2005). Eine weitere beeinflussende Komponente stellen
proinflammatorische Zytokine dar, welche die HERV-K-Expression regulieren
(Katsumata et al., 1999). So koénnte auch die Expression der in dieser Arbeit
identifizierten HERV-K-dUTPase durch die bei der Psoriasis vorhandenen

Zytokinkaskade stimuliert werden.

5.4.5 Konnte die HERV-K-dUTPase aktiv sein?

Noch immer werden Integrationsereignisse einiger Mitglieder der HERV-K(HML-2)-
Familie beobachtet. Ferner findet man in der menschlichen Bevolkerung diverse
polymorphe humane HERV-K-Loci (Moyes et al., 2007; Belshaw et al., 2005). Dies
deutet eine aktive Amplifikation von proviralen Sequenzen wahrend der humanen
Evolution an. Solche Elemente konnten als intrazellulare Retrotransposons aktiv sein
(Medstrand et Mager, 1998; Mayer et al., 1999). In vitro Studien haben gezeigt, dass
DNA-Proviren noch immer Uber eine Kodierungsfahigkeit verfigen und in der Lage
sind, virale Partikel zu bilden. Fir den HERV-H, der eine Assoziation mit der Multiplen
Sklerose aufweist, wurde die Ubertragbarkeit solcher Partikel dargelegt (Christensen et
al., 2002). HERV-ORFs konnen auch bei physiologischen Zellfunktionen mitwirken. So
vermittelt Syncytin, ein envelope-Protein von HERV-W, in fetalem Gewebe die
Zellfusion und ist an der Kontrolle der plazentaren Morphogenese beteiligt (Mi et al.,
2000; Blond et al, 2000). Kurzlich wurde die verstarkte Expression eines
funktionstichtigen endogenen retroviralen reverse Transkriptase (RT)-Proteins in der
Epidermis und Dermis von lasionaler psoriatischer Haut gegeniber normaler Haut
aufgezeigt. Dies kdnnte partiell noch der abnormalen Keratinozytendifferenzierung und

den kutan migrierenden Granulozyten angeschuldet werden. Es offenbarte sich jedoch
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auch eine hohere Aktivitat der reversen Transkriptase in den psoriatischen
Proteinextrakten gegenuber denen in normaler Haut (Molés et al., 2007). Da bis dato
kein infektioses Retrovirus angeschuldigt wurde, an der Pathogenese der Psoriasis
beteiligt bzw. in gesunder Haut prasent zu sein, vermuten Molés et al. den Ursprung der
funktionalen RT-Proteine in aktiv produzierenden endogenen Retroelementen. Im
Einklang damit ist das Molekulargewicht des identifizierten RT-Proteins vergleichbar mit
bereits beschriebenen retroviralen reversen Transkriptasen (Molés et al., 2007; di
Marzo Veronese et al., 1986). So ware eine geringe Aktivitdt endogener retroviraler
Elemente in normaler Haut denkbar, die durch eine Keratinozytenhyperproliferation und

-inflammation im Rahmen der Psoriasis gesteigert wird (Molés et al., 2007).
5.5 Das Enzym dUTPase

5.5.1 Vorkommen und Funktion der dUTPase
Die dUTPase katalysiert die Hydrolyse von dUTP zu dUMP und Pyrophosphat. Damit

stellt sie einerseits dUMP als Vorlaufer fur die TTP-Synthese bereit. Andererseits
eliminiert sie dUTP als Substrat der DNA-Polymerase (Harris et al., 1997). Bei einem
Mangel an dUTPase erhoht sich die Menge von dUTP innerhalb einer Zelle erheblich
und Uracil, eine RNA-Base, wird anstelle von Thymin durch die DNA-Polymerase
wahrend der Replikation falschlicherweise in neu synthetisierte DNA eingebaut. Stark
mit Uracil substituierte DNA induziert eine Exzisionsreparatur durch die Uracil-
Glykosylase (Krokan et al., 2002). Damit wird indirekt die Vollendung der DNA-
Synthese verhindert. Der Zelltod tritt durch Doppelstrangbriche und DNA-
Fragmentierung — thyminloser Zelltod genannt — ein (Harris et al., 1997; Goulian et al.,
1986; Canman et al., 1993; 1994). Der Nachweis von Genen fur eine dUTPase in
Zellen von Prokaryonten bis hoher entwickelten Eukaryonten Iasst vermuten, dass die
dUTPase fur alle Zellen unerlasslich sein konnte (Mcintosh et Haynes, 1997). Eine in E.
coli-Bakterien durchgeflhrte Studie weist der dUTPase eine essentielle Rolle in der
Lebensfahigkeit von Zellen zu (El-Hajj et al., 1988). Auch bei der Hefe Saccharomyces
cerevisiae (Gadsden et al., 1993) und bei der Drosophila melanogaster (Békési et al.,
2004) scheint dies zuzutreffen. Neben zelluldren Organismen kodieren auch
verschiedene Viren wie z. B. Bakteriophagen, Pockenviren, Herpesviren und Retroviren
fur eine dUTPase (Preston et Fisher, 1984; Elder JH et al., 1992; Chen et al., 2002). Im

Falle der Lenti- und Onkoviren, die den Retroviren angehdren, konnte gezeigt werden,
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dass ein Defekt der dUTPase zu einer Uracilinkorporation in die cDNA fuhrt (Steagall et
al., 1995; Turelli et al., 1996). Auch hier verhindert die dUTPase die Synthese von
Uracil-substituierter DNA wahrend der Virusreplikation und wendet damit eine DNA-
Degradierung durch zellulare Reparaturmechanismen ab (Harris, 1997; Turelli et al.,
1996; Oliveros et al., 1999). Mutante Stamme des Herpes simplex Virus (HSV)-1 und
auch verschiedene mutante Lentiviren wie das Feline Immundefizienz-Virus (FIV) und
equine infectious anemia virus (EIAV), die mit einer fehlerhaften dUTPase konstruiert
waren, wiesen eine normale Replikation in proliferierenden Zellen auf. In ruhenden
Wirtszellen zeigten sie jedoch durch den Einbau von Uracil in die cDNA eine stark
reduzierte Replikationskinetik (Lichtenstein et al., 1995; Steagall et al., 1995; Turelli et
al., 1996). Auch beim African Swine Virus scheint die dUTPase-Aktivitat entbehrlich fur
eine Virusreplikation in sich teilenden Zellen, jedoch erforderlich fur eine produktive
Infektion in ruhenden Wirtszellen zu sein (Oliveros et al., 1999). Dies deutet darauf hin,
dass virale dUTPasen die Virusreplikation in ruhenden Zellen, die keine zellulare
dUTPase exprimieren, ermoglichen. In proliferierenden Zellen hingegen ersetzt die
Expression der zellularen dUTPase die fehlende virale dUTPase (Fleischmann et al.,
2002). Fur dUTPase-defiziente HSV-Mutanten wurde belegt, dass die zellulare
dUTPase die Funktion der viralen dUTPase wahrend der Replikation substituiert
(Williams, 1988). Es wird angenommen, dass Viren durch ein dUTPase-Gen ihre
Virusreplikation in differenzierten, sich nicht teilenden Zellen ohne endogene zellulare
dUTPase erleichtern (Fleischmann et al., 2002). Die Erforderlichkeit einer dUTPase-
Aktivitat deutet die potentiell tragende Rolle dieses Enzyms bei der Virulenz von Viren
an. Trotz des offensichtlichen Bedarfs einer dUTPase gibt es eine Uberraschende
Licke in der phylogenetischen Verteilung dieser innerhalb der Lentiviren. So
exprimieren ausschlieBlich die non-primaten Lentiviren wie z. B. das Feline
Immundefizienz-Virus (FIV) und das infektiose Anamie-Virus eine dUTPase. Die
primaten Lentiviren, einschlieBlich HIV und Simianes Immundefizienz-Virus (SIV)
besitzen hingegen keine dUTPase (Elder JH et al., 1992). Humane dUTPasen wurden
von verschiedenen Arbeitsgruppen charakterisiert (Mclntosh et al., 1992; Ladner et al.,
1996). Die Abstammung einiger humaner dUTPase-Motive konnte den humanen

endogenen Retroviren der HERV-L- und HERV-K-Familie zugeordnet werden.
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5.5.2 Die Expression der humanen dUTPase

Aufgrund ihrer Funktion ist die Expression der dUTPase groftenteils auf sich
replizierende Zellen beschrankt. Die Expression von zellularer dUTPase wird durch den
Zellzyklus reguliert, das heil3t, sie ist hoch in sich teilenden undifferenzierten Zellen und
niedrig in terminal differenzierten Zellen. Dennoch kann die dUTPase nicht als
Proliferationsmarker dienen, wurde ihre Expression doch auch in ruhenden Zellen wie
im Thymusgewebe nachgewiesen (Strahler et al., 1993). In einigen Eukaryonten
existieren zwei verschiedene Isoenzyme, die durch alternatives mRNA-Splicing oder
durch alternative Promotoren entstehen. Sowohl in normalem Gewebe als auch in
neoplastischem Gewebe gelang es, die Expression einer nukledren und
mitochondrialen Isoform der humanen dUTPase nachzuweisen (Ladner et Caradonna,
1997). Das Zytosol humaner Zellen weist keine dUTPase auf. Es ist damit anfallig fur
eine Akkumulation von dUTP (Ladner et al., 1996). In normalem Gewebe wurde die
nukledre Isoform ausschlief3lich in replizierenden Zellen angefunden. Diese Erkenntnis
geht mit Zellkultur-Studien  einher, bei denen die nukledre Isoform
proliferationsabhangig exprimiert wird. Die mitochondriale Isoform der humanen
dUTPase wird dagegen unabhangig vom Proliferations-Status angetroffen (Ladner et
al., 2000). DarlUber hinaus zeigt die Expression der dUTPase in diversen humanen
Gewebearten unterschiedliche Level. Dies deutet die Moglichkeit einer zellspezifischen
Regulation der dUTPase an (Fleischmann et al., 1999). So stellte die Arbeitsgruppe um
Fleischmann fest, dass die dUTPase-Expression in Lymphozyten héher war als die in
epithelialen Zellen (Fleischmann et al., 1999). Dies lasst vermuten, dass verschiedene
dUTPase-Formen existieren, deren Expression gewebespezifisch ist (Strahler et al.,
1993). Anderenfalls konnten unterschiedlich lange Transkripte durch alternative Splice-
Varianten entstehen oder verschiedenartige Promotoren fur differenzierungs- und
gewebespezifische Kontrollen bzw. unterschiedliche Isoformen der dUTPase
verantwortlich sein, aber doch fur das gleiche Protein kodieren (Ladner et al., 1997;
Wildin et al., 1991). Auch in der vorliegenden Arbeit weisen verschiedene Patienten
unterschiedlich stark ausgepragte dUTPase-Expressionsbanden in der PCR auf, die
Hinweis fur eine divergierende Expression sein kdnnten. Demgegenuber exprimiert der
Typ 1-Psoriasis-Patient 6 weder die Expression des 56-60- noch des 60-64-PCR-
Fragmentes des dUTPase-ORF 23048 auf. Eine nahere Untersuchung alternativer
Splicevarianten der mRNA fur die HERV-K-dUTPase konnte Aufschluss geben. Ein
anderer Aspekt ist die posttranskriptionelle Regulation der dUTPase-Expression. Bei
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der Drosophila melanogaster differiert das Level des dUTPase-Proteins und das der
mRNA erheblich. In den meisten Larvenstadien ist das Protein unterhalb der
Detektionsgrenze, wahrend die mRNA bestandig nachweisbar bleibt (Békési et al.,
2004). Diese Daten deuten auf eine mMRNA-Prozessierung oder schnelle

Proteindegradierung hin.

5.5.3 Expression der dUTPase in HERV-K
Die HERV-K(HML-2)-dUTPase wird heutzutage zu der sogenannten MMTV-

assoziierten Gruppierung gezahlt, der das Mason Pfizer Monkey Virus (MPMV), das
Maus-Mamma-Tumor-Virus (MMTV) wund das Jaggsiekte Schafsvirus (JSRV)
angehoren. Die sogenannte non-primate Lentivirus-dUTPase, zu denen die des felinen
Immundefizienz-Virus (FIV) gehort, stellen die engsten Verwandten dieser Gruppe dar
(Baldo et McClure, 1999). Es gelang bereits, die HERV-K-dUTPase zu klonieren und zu
exprimieren. Weiterhin wurde dargelegt, dass eine von genomischer HERV-K-dUTPase
stammende Consensus-Sequenz biologisch aktiv ist (Harris et al., 1997). In der
Vergangenheit wurden bereits die Expression und biologische Aktivitat der HERV-K-
Enzyme reverse Transkriptase, Protease und Integrase nachgewiesen (Kitamura et al.,
1996; Mueller-Lantzsch et al., 1993; Patience et al., 1996). Die HERV-K(HML-2)-
Familie exprimiert ihr dUTPase-Motiv N-terminal zur Proteasedomane (Harris et al.,
1997). Verschiedene HERV-Familien unterlagen im Zuge der kontinuierlichen Aktivitat
und Amplifikation der Proviren im Wirtsgenom Sequenzveranderungen. Dies gilt auch
fur die HERV-K(HML-2)-Familie, der die in dieser Arbeit diskutierte HERV-K-dUTPase
angehort (Mayer et Meese, 2003). Bei dieser Familie prasentiert das konservierte Motiv
5 eine Mutation, die eventuell in einem Verlust der enzymatischen Aktivitat resultiert.
Diese konnte jedoch wiederhergestellt werden, wirde die essentielle Aminosaure-
Position korrigiert werden (Harris et al., 1997). Die meisten nicht-HERV-K-dUTPasen
werden fur aktive Enzyme gehalten. Es gibt diverse Hinweise, die dafur sprechen, dass
exogene Vorfahren von verschiedenen HERV-K-Familien tatsachlich fur funktionale
dUTPasen kodieren, wenn man einerseits die hohe Sequenz-Konservierung im
Vergleich zu aktiven dUTPasen und andererseits die hohe Mutationsrate von Retroviren
einbezieht, die wahrscheinlich innerhalb kirzester Zeit zu einer Verdrangung von
nichtfunktionalen dUTPasen aus dem retroviralen Genom gefuhrt hatte (Mayer et
Meese, 2003).
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5.5.4 Struktur der dUTPasen und mogliche Funktion der PSORS1-dUTPase

Die meisten dUTPasen so auch die humane dUTPase formen in der Quartarstruktur
Homotrimere, wobei die Untereinheiten jeweils ein Bisquit-Rollen-p-Faltblatt bilden
(Dauter et al., 1999; Mol et al., 1996; Persson et al., 2001). Jede der drei aktiven Seiten
des Enzyms, die jeweils Substrat binden, setzt sich aus erhaltenen Motiven von jeder
der drei Monomer-Untereinheiten zusammen (Mol et al., 1996; Vértessy et Toth, 2009).
Die dUTPase enthalt typischerweise funf verschiedene Aminosaure-Motive (McGeoch
et al., 1990; Persson et al., 2001). Die Feline Immundefizienzvirus (FIV)-dUTPase zeigt
den groten Grad an Sequenzidentitat mit der HERV-K-dUTPase, die als
Suszeptibilitatsgen der vorliegenden Arbeit postuliert wird. Erstere besteht aus drei
Untereinheiten und bildet ein Homotrimer und dreidimensionale Kristallstruktur aus
(Prasad et al.,, 1996; Barabas et al.,, 2003). Die f-Retroviren kodieren an der
Verbindung zwischen dem Gag- und Pro-ORF fir das dUTPase-Gen (Bergman et al.,
1994; Barabas et al., 2003). Eine ribosomale Leseraster-Verschiebung resultiert in der
Translation des Gag-Pro-Polyproteins, das durch die retrovirale Protease in das reife
virale Protein zerschnitten wird. Dabei wird ein bifunktionales Protein kreiert. Das
retrovirale Nukleokapsid-Protein ist mit dem N-Terminus der dUTPase fusioniert. Das
Alignment der vorhergesagten Proteinsequenz der identifizierten HERV-K-dUTPase mit
anderen dUTPasen zeigte, dass das C-terminal lokalisierte, von insgesamt funf bei
dUTPasen konservierten Motiven bei der PSORS1-dUTPase verloren gegangen ist.
Dieser Verlust ist auf einen frameshift C-terminal zur Aminosaure V183 zurlckzufuhren.
Daher ist ungewiss, ob das vorhergesagte Protein Uberhaupt enzymatisch aktiv ist. Die
Moglichkeit kann jedoch nicht ausgeschlossen werden. Die Kristallstruktur des
PSORS1-homologen Enzyms aus dem felinen Immundefizienzvirus (Abbildung 5.1)
zeigt, dass das Motiv funf nur lose die Substratbindungsstelle Gberdeckt (Barabas et al.,
2003). Weiterhin wurde gezeigt, dass die FIV-dUTPase, wenn rekombinant am N-
Terminus mit dem Nukleokapsid-Protein fusioniert, einen verlangerten Abstand
zwischen Motiv vier und funf hat. Dementsprechend kann die abdeckende Funktion des
Motivs flinf Uber der Substratbindungsstelle nicht gewahrleistet werden. Trotzdem st
dieses Enzym aktiv. Entsprechend ist Motiv funf am wenigsten konserviert. Mol et al.
schlugen 1996 vor, dass das Motiv funf posthydrolytisch agiert, namlich die
Reaktionsprodukte vom katalytischen Zentrum entfernt (Mol et al.,, 1996). Ware das

tatsachlich der Fall, so ware das Motiv funf nicht an der Substratbindung beteiligt. In
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diesem Fall ware zumindest eine intakte UTP-Bindung des PSORS1-kodierten

dUTPase-Fragmentes moglich.

5.5.5 Bedeutung der PSORS1-dUTPase bei inflammatorischen Prozessen

Fur die EBV-kodierte dUTPase wurde bewiesen, dass sie eine Dysregulation des
Immunsystems in vivo und in vitro verursacht. So induziert die EBV-kodierte dUTPase
eine vermehrte Produktion von TNFa, IL-1p, IL-6, IL-8 und IL-10 in unstimulierten
Monozyten (Glaser et al., 2006), von denen einige auch bei den pathophysiologischen
Prozessen der Psoriasis eine entscheidende Rolle einnehmen. Eine kirzlich
veroffentlichte Arbeit belegt, dass die EBV-kodierte dUTPase in Monozyten und
Macrophagen Uber den NF-kB-Mechanismus eine verstarkte Expression von TNFa
hervorruft. In der Folge wurden vermehrt entzindungsassoziierte endotheliale
Adhasionsmolekile wie VCAM-1 und ICAM-1 sowie IL-6 exprimiert (Waldman et al.,
2008). TNFa und endotheliale Adhasionsmolekule nehmen auch bei der Bildung des
Entzindungsinfiltrats der Psoriasis eine tragende Rolle ein. Dieselbe Eigenschaft wurde
kurzlich fur die rekombinant exprimierte, in dieser Arbeit identifizierte PSORS1-
dUTPase dargestellt. Dabei korrelierte die NF-kB-Aktivierung mit dem Grad der
Expression der HERV-K-dUTPase. Diese proinflammatorische Wirkung ist nicht an eine
enzymatische Aktivitat geknlpft (Ariza et Williams, 2011). Dartber hinaus weist die in
der vorliegenden Arbeit charakterisierte HERV-K-dUTPase im 5’-Bereich bei nt22279
eine sogenannte c-Rel site auf, die eine putative Bindungsstelle flr
Transkriptionsfaktoren der NF-kB-Familie darstellt. Auch wenn die PSORS1-HERV-K-
dUTPase keinerlei enzymatische Aktivitat besitzen sollte, kdnnte sie somit zur
Pathogenese der Psoriasis beitragen. Uberdies kénnen die hier beschriebenen, aber
auch andere regulatorisch wirksame Polymorphismen eine jeweils unterschiedlich
starke Expression, mRNA-Stabilitat oder proinflammatorische Wirkung induzieren, die
jeweils das Auftreten der Psoriasis differentiell begunstigen. Schliellich ist auch
denkbar, dass nicht-transkribierte RNA-Fragmente der PSORS1-dUTPase im Sinne
von micro-RNAs die Translation der humanen dUTPase und/oder der HERV-kodierten
pro-Gene von anderen genomischen Loci negativ regulatorisch beeinflussen und damit

ebenfalls Psoriasis-relevante Prozesse beeinflussen.
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6 Zusammenfassung

Die Psoriasis vulgaris ist eine multifaktorielle Erkrankung, bei deren Pathogenese
multiplen Genen ein krankheitsinduzierender Effekt zugeschrieben wird. Seit vier
Jahrzehnten ist der HLA-Klasse I-Locus auf dem Chromosom 6p21 - PSORS1 -
bekannt, der eine starke genetische Assoziation mit der Psoriasis zeigt und sich durch
ein hohes Mall an Linkage disequilibrium (Kopplungsungleichgewicht) auszeichnet.
Nair et al. datierten PSORS1 in einer etwa 190-kb-umfassenden Region nahe HLA-C
(Nair et al., 2000). In Vorarbeiten konnte die Lokalisation von PSORS1 auf einen
Bereich um den Marker M6S168 eingegrenzt werden (Foerster et al., 2005). Innerhalb
dieser definierten Zielregion lokalisieren sich Fragmente eines humanen endogenen
Retrovirus der Familie HERV-K. Darunter befindet sich das Fragment des viralen
dUTPase-Enzyms (open reading frame, ORF 23048). Ziel dieser Arbeit war es, zu
klaren, ob dieses dUTPase-Fragment in vivo exprimiert wird, um dessen
pathogenetische Relevanz bei der Psoriasis beurteilen zu kdnnen. Dazu wurde ein RT-
PCR-Assay zum Nachweis PSORS1-assoziierter dUTPase-Fragmente etabliert. Es
zeigte sich, dass der ORF 23048 und ein C-terminales Transkript in Vollblut von
Psoriasis-Patienten und gesunden Probanden exprimiert werden. Ein signifikanter
Unterschied in der Expression zwischen Typ 1- und Typ 2-Psoriasis-Patienten konnte
nicht festgestellt werden. Nach Isolierung von PolyA™-mRNA, die anschlieRend als
Matrize in der cDNA-Synthese verwendet wurde, konnte die Expression des ORF
23048 sowie des C-terminalen Transkriptes bei gesunden Probanden bestatigt werden.
Weiterhin liel3 sich die Expression des ORF 23048 sowohl in der Haut einer gesunden
Probandin als auch in lasionaler und nicht-lasionaler Haut von Psoriasis-Patienten
nachweisen. Mittels einer weiteren unabhangigen Polymerasekettenreaktion konnte
schlieldlich die Expression des gesamten putativen 1400-bp-Transkriptes in Vollblut bei
zwei Psoriasis-Patienten bestatigt werden. Somit wird die HERV-K-PSORS1-dUTPase
sowohl im Blut als auch in der Haut in vivo exprimiert. In Zusammenschau mit
publizierten Daten, welche eine proinflammatorische Rolle des PSORS1-dUTPase-
Fragmentes zeigen, deuten diese Ergebnisse daraufhin, dass dieses Transkript ein

plausibles Kandidatengen fur die Psoriasis in der PSORS1-Region darstellt.
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7 Abklrzungszverzeichnis

BLAST basic local alignment search tool

bp Basenpaare

BSA Bovines Serum Albumin

CD cluster of differentiation

cDNA complementary desoxyribonucleic acid (komplementare DNA)
CDSN Corneodesmosin

CIP Calf Intestinale Phosphatase

DEPC Diethylpyrocarbonat

DNA Desoxyribonucleic Acid (Desoxyribonukleinsaure)
dNTP Desoxynukleotidtriphosphat

ds Doppelstrang

DTT Dithiothreitol

dTTP Desoxythymidintriphosphat

dUMP Desoxyuridinmonophosphat

dUTP Desoxyuridintriphosphat

dUTPase Desoxyuridintriphosphat-Pyrophosphatase

E. coli Escherichia coli

EBV Ebstein-Barr-Virus

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

env/Env Envelope-Gen (Hullenprotein-Gen)/Envelope-Protein
ERV endogenes Retrovirus

FCS fetales Kalberserum

FIV Felines Immundefizienz-Virus

gag/Gag gruppenspezifisches Antigen (Gen)/ ~ (Protein)
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen-Kolonie-stimulierender Faktor
GSP genspezifischer Primer

HCR a-helix coiled-coil rod homolog

HERV humanes endogenes Retrovirus

HLA humanes Leukozytenantigen

HR High risk (Hochrisiko)

HTDV human teratocarcinoma-derived virus particle
HSS Haplotype-Sharing-Statistics

HSV Herpes simplex Virus

HTLV humanes T-Zell-Leukamie-Virus

ICAM interzellulares Adhasionsmolekdl

IFN Interferon

lg Immunglobulin

IL Interleukin

IPTG Isopropyl-1-thio-R-D-galactose

IRF3 Interferonregulationsfaktor 3

kb Kilobasen

KIR killer cell immunoglobulin-like receptors

LB Luria-Bertani-Medium

LD Linkage disequilibrium (Kopplungsungleichgewicht)
LR Low risk (Niedrigrisiko)
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LTR long terminal repeats (lange terminal wiederholte Sequenzen)
MA Matrix-Protein

MB Megabase

MHC major histocompatibility complex

MICA major histocompatibility complex class | chain-related gene A
MLV murines Leukamievirus

MMTV mouse mammary tumor virus

MRNA Messenger-RNA (Boten-RNA)

NC Nucleocapsid-Protein

NF«B nuclear factor kappa-B

NK-Zellen Naturliche Killerzellen

nt Nukleotid

oD Optische Dichte

ORF open reading frame (offenes Leseraster)

POU5F1 POU class 5 homeobox 1

(= OTF3) (= octamer transcription factor 3)

PBMC(s) peripheral blood mononuclear cell

PBS phosphate-buffered saline

PCR polymerase chaine reaction (Polymerasekettenreaktion)
pol/Pol Polymerase-Gen/Polymerase-Protein

pro/prt Protease-Gen

Pro Protease-Protein

PSORS1 Psoriasis-Suszeptibilitatslocus 1

PSORS1C1 psoriasis susceptibility 1 candidate 1 (= SEEK1)
PSORS1C2 psoriasis susceptibility 1 candidate 2 (= SPR1)

RACE rapid amplification of cDONA-ends-PCR

rec regulator of expression encoded by corf (Gen)

rev regulator of expression of virion proteins (Gen, HIV)

RH Risikohaplotyp

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)

RNAsen Ribonukleasen

rpm rounds per minute

RT reverse Transkriptase

SLE Systemischer Lupus erythematodes

SNP single nucleotide polymorphism (Einzelnukleotidpolymorphismus)

C6orf15 (= STG)

chromosome 6 open reading frame 15

TCF 19

transcription factor 19.

TDT Transmission-Disequilibrium-Test
TGF transforming growth factor

Th1/2 T-Helferzelle Typ1/2

TNF Tumornekrose-Faktor

U Units

UDP Uridindiphosphat

UPM Universal Primer Mix

UTP Uridintriphosphat

VCAM vascular cell adhesion molecule
VEGF vascular endothelial growth factor
X-Gal 5-Bromo-Chloro-3-Indolyl-3-D-Galactopyranosid
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8 Glossar

Allel: Variationen eines Gens, die sich auf identischen Abschnitten (Genloci) homologer
Chromosomen befinden. Allele kénnen zu einer unterschiedlichen Auspragung des
dazugehdrigen Merkmals fuhren und sind fur die verschiedenen Phanotypen innerhalb
einer Art verantwortlich. Von einem Allelenpaar eines Elternteils wird immer nur ein Allel
an das gleiche Kind weitergegeben.

Annealingtemperatur: auch Primeranlagerungstemperatur genannt; beschreibt die
Temperatur, bei der sich eine Polynukleotidsequenz an ihren komplementaren DNA-
Strang bindet.

Antigen: Substanz, die von einem lebenden Organismus als fremd erkannt wird und
dadurch eine spezifische Immunantwort auslost.

cDNA (komplementare DNA): DNA, die durch das Enzym Reverse Transkriptase
anhand einer mMRNA-Matrize synthetisiert wird.

Cluster: Block

Codon: drei Basen einer mRNA, die im Rahmen der Translation fur eine bestimmte
Aminosaure kodieren.

dUTPase: essentielles Enzym, das dUTP zu dUMP und Pyrophosphat hydrolysiert und
somit dUMP fur die dTTP-Synthese bereitstellt.

endogene Retroviren, ERV: Retroviren, die durch den Einbau in das Genom von
Keimbahnzellen auf die Nachkommen des Wirts vererbt werden.

Epistasis (Epistasie, griechisch): Form der gegenseitigen Beeinflussung von Genen,
bei der ein Gen die Auspragung der aufleren Erscheinung eines anderen Gens
beeinflult, das einem fremden Chromosomenpaar angehort.

Exon: Bereich eines eukaryotischen Gens, der nach dem Spleilden Uber die mRNA
exprimiert wird.

forward Primer: derjenige Primer, der an den die genetische Information enthaltenden
Strangteil der DNA-Doppelhelix, den kodogenen oder Sinn-Strang, bindet.

Genetisches Linkage: die Tendenz von kurzen chromosomalen Segmenten,
vollstandig von einem Elternteil auf das Kind vererbt zu werden. So werden einige
Kombinationen von Allelen (Haplotypen) auf diesen Segmenten uUber viele
Generationen konserviert und haufen sich in einer Population.

Haplotyp: Reihe von Allelen, die sich auf miteinander gekoppelten Loci eines einzelnen
(vaterlichen oder mutterlichen) Chromosoms befinden.

humane endogene Retroviren, HERV: Retroviren innerhalb des menschlichen
Genoms, die durch den Einbau in das Genom von Keimbahnzellen auf die
Nachkommen des Wirts vererbt werden.
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Intron: nichtkodierende DNA, die in einem Gen benachbarte Exons voneinander trennt.
Bei der Genexpression werden die Introns transkribiert, jedoch durch den
Spleillvorgang aus der pra-mRNA herausgeschnitten und nicht exprimiert.

Klon: Gruppe von genetisch identischen Zellen oder Organismen, die durch Teilung
aus einer einzigen Zelle oder einem einzelnen Organismus hervorgegangen sind.

Klonieren: das Erzeugen von identischen Kopien einer DNA bzw. eines DNA-
Fragmentes in Wirtszellen.

Linkage Disequilibrium (Kopplungsungleichgewicht): die nicht zufallige Assoziation
von Allelen zweier getrennter, aber gekoppelter Loci infolge ihrer physikalischen Nahe
und dem Fehlen von Rekombination zwischen ihnen.

Locus: Position eines Gens innerhalb des Chromosoms.

long terminal repeats, LTR: Basensequenzen der DNA, die zum Teil auf die Genome
von integrierten Retroviren zurickgehen. Sie sind in der Lage, die gewebespezifische
Aktivitat von Wirtsgenen zu steuern. LTRs konnen die Transkription initiieren,
verstarken, steuern und terminieren.

Mikrosatelliten-DNA: kurze Folge von tandemartigen Wiederholungen einer sehr
einfachen DNA-Sequenz, meistens ein bis vier Basenpaare, die zur genetischen
Kartierung benutzt werden.

Open reading frame (ORF, offenes Leseraster): DNA-Sequenz mit Start- und
Terminationskodon. In einem DNA-Doppelstrang sind sechs verschiedene Leseraster
moglich, da jeder Strang drei Leseraster enthalten kann. Der ORF kodiert in einem Gen
die Aminosauresequenz fur ein Protein. Er wird umgeben von nicht-codierenden
Bereichen eines Gens, der 5’ untranslatierten Region (UTR) und der 3’ UTR. In diesen
Bereichen liegen wichtige Informationen fur die Translation des offenen Leseraster.

PBMCs: periphere mononukleare Zellen des Blutes wie Monozyten, T-Zellen, B-Zellen
und NK-Zellen.

Plasmid: zirkulare extrachromosomale DNA-Molekle, die sich in der Zelle unabhangig
vom Wirtsgenom vermehren kdénnen.

PolyA*-Sequenz: Die PolyA*-Sequenz ist eine Kette von Adenin-Nukleotiden, welche
an den Endpunkt eukaryotischer mRNA-Molekulle geknlpft wird. Sie wird nicht durch
die DNA kodiert, sondern von dem Enzym Poly(A)-Polymerase wahrend der
Prozessierung der pra&-mRNA im Zellkern an das 3'-Ende der mRNA angeheftet. Die
Lange der PolyA*-Sequenz variiert dabei von Gen zu Gen, (blich sind etwa 150 bis 200
Nukleotide. Die PolyA’™-Sequenz wird vom PolyA*-Bindeprotein besetzt und ist
notwendig fur die Initiation der Translation. Bei Eukaryoten schutzt sie zusatzlich vor
dem Abbau von mRNA.

Primer: kurzes Oligonukleotid, das sich an eine einzelstrangige DNA-Zielsequenz
anlagert und so einen Startpunkt fur die DNA-Replikation bildet.
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Provirus: die DNA-Kopie eines Retrovirusgenoms, die sich in die chromosomale Wirts-
DNA integriert hat.

Rekombination: physikalischer Vorgang, der den Austausch von
Polynukleotidabschnitten zwischen zwei DNA-Molekllen bewirkt und damit bei einer
Kreuzung zu Nachkommen flhren kann, die andere Allelkombinationen als die
Elternteile besitzen.

Rekombinante DNA: eine kunstlich erzeugte Hybrid-DNA, die kovalent verknupfte
Sequenzen aus verschiedenen Urspringen enthalt; beispielsweise ein Vektor mit einem
Insertionsfragment.

Retrotransposition: Variante der Vermehrung integrierter Virus-DNA. Das Provirus
wird aus der DNA herausgeschnitten, vermehrt und an verschiedenen Stellen des
Genoms wieder integriert.

Retrovirus: RNA-Virus mit einer reversen Transkriptasefunktion, die es ermdglicht, das
RNA-Genom in eine cDNA umzuschreiben, die dann in das Wirtszellengenom integriert
wird.

reverser Primer: derjenige Primer, der an den nicht-kodogenen Strang, den Anti-Sinn-
Strang, bindet.

reverse Transkriptase (RT): Enzym, das anhand einer RNA-Matrize eine DNA-Kopie
synthetisiert.

Restriktionsendonuklease: Bakterien-Restriktionsenzym, das DNA an bestimmten
Positionen schneidet.

single nucleotide polymorphism, SNP (Einzelnukleotidpolymorphismus): jede
polymorphe Variabilitat eines einzelnen Nucleotids.

SpleiBen: Dabei werden RNA-Sequenzen, die von Introns transkribiert werden, aus
dem Primartranskript herausgeschnitten und verworfen. Die von Exons transkribierten
Sequenzen werden folgend in derselben linearen Anordnung wie die Exons in der DNA
miteinander verknupft.

TATA-Box: ein Bereich in vielen Promotoren eukaryontischer Gene mit der
Konsenssequenz TATAAA. Diese Sequenz befindet sich meist 25 bis 30-bp vor dem
Startkodon. An diese Sequenz bindet das sog. TATA-Box-Bindeprotein, dies ist wichtig
fur die Ausbildung des Transkriptionsinitiationskomplexes.

Transformation: Aufnahme exogener DNA-Molekule in eine Wirtszelle.
Vektor: eine Nukleinsaure, die eigenstandig repliziert wird und in einer Wirtszelle

erhalten bleibt und so diese Eigenschaft jeder DNA-Sequenz verleiht, mit der diese
Nukleinsaure verknupft ist.
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