-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byj’f CORE

provided by Hochschulschriftenserver - Universitat Frankfurt am Main

Klonierung und Charakterisierung
eines ecotropen porzinen endogenen
Retrovirus der Klasse C (PERV-C)

Dissertation zur Erlangung des

Doktorgrades der Naturwissenschaften

vorgelegt beim Fachbereich Chemische und Pharmazeutische Wissenschaften

der Johann Wolfgang Goethe-Universitat in Frankfurt am Main

von
Thomas Preufd

aus Bremen

Frankfurt am Main 2006
(DF 1)


https://core.ac.uk/display/14501025?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Die vorliegende Arbeit wurde in dem Zeitraum von Januar 2003 bis Dez&b6é am

Paul-Ehrlich-Institut in Langen durchgefihrt.

Einige Teilergebnisse dieser Arbeit wurden bereits verotffentlicht unteifdem

Preuss, T., Fischer, N., Boller, K. and To6njes, R.R.(2006). Isolation and

Characterization of an Infectious Replication-Competent MoleculaneCof Ecotropic
Porcine Endogenous Retrovirus Class C. J. Virol. 80: 10258-10261.



Dekan: Prof. Dr. Schwalbe

Gutachter. Prof. Dr. Dingermann
PD Dr. Tonjes

Datum der Disputation: 18.04.07



Inhaltstbersicht

Inhaltstibersicht

Einleitung

Retroelemente

Retroviren

Porzine endogene Retroviren (PERV)
Rekombination von Retroviren
Xenotransplantation

Die Rolle von PERYV in der Xenotransplantation

Zielsetzung der Arbeit

Material und Methoden

Organismen

Kulturbedingungen der Bakterienstdmme
Zellkultur

Molekularbiologische Methoden

Proteinbiochemische Methoden

Ergebnisse

Klonierung und Charakterisierung eines replikationskompetenten ecotropen
porzinen endogenen Retrovirus (PERV)

Rekombinationsversuche zwischen PERV-B(33)/ATG und PERV-C(1312)

Immunologische Detektion von PERV

Diskussion
Molekulare Charakterisierung replikationskompetenter PERV
Immunologische Detektion von PERV-C

Rekombination von endogenen Retroviren

Zusammenfassung
Literaturverzeichnis
Abkurzungsverzeichnis

Anhang

13
17
19

20
20
21
22
26
35

40
40

53
60

72
72
77
81

85

86
104
106



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis

1.

1.1
1.2

1.3
1.4
1.5

1.6
1.7

2.1

2.2

2.3

Einleitung

Retroelemente

Retroviren

1.2.1 Klassifikation der Retroviren
1.2.2 Endogene Retroviren

Porzine endogene Retroviren (PERV)
Rekombination von Retroviren

Xenotransplantation

1.5.1 Geschichte der Xenotransplantation

1.5.2 Immunologische Barrieren

Die Rolle von PERV in der Xenotransplantation

Zielsetzung der Arbeit

Material und Methoden

Organismen

2.1.1 Bakterienstamme
2.1.2 Insektenzelllinien

2.1.3 Saugerzellen

Kulturbedingungen der Bakterienstamme
2.2.1 Kulturmedien

2.2.2 Kultivierung vorescherichia coli

Zellkultur

2.3.1 Kultivierung von Insektenzellen

2.3.2 Kultivierung von Saugerzellen

13

14
15

17

19

20

20

20
20
21

21

21
21

22

22
22



Inhaltsverzeichnis

2.4

2.3.3 Einfrieren von Saugerzellen und Insektenzellen
2.3.4 Transfektion und Infektion von Zellen
2.3.4.1 Transfektion von Saugerzellen
2.3.4.2 Transfektion von Insektenzellen zur Herstellung
rekombinanter Baculoviren
2.3.4.3 Infektion von Insektenzellen
2.3.4.4 Infektion von Saugerzellen
2.3.4.5 Infektion von Insektenzellen zur préparativen
Proteinexpression
2.3.5 Plague Assay zur Titration des Virusstocks
2.3.6 Aufreinigung von Viruspartikeln
2.3.7 Aktivitdtsbestimmung der reversen Transkriptase (RT-Test)

Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Isolierung von Nukleinsduren
2.4.1.1 Isolierung von genomischer DNA aus Zellen
2.4.1.2 Isolierung von Plasmid DNA aus Bakterien
2.4.1.2.1 Minipraparation durch alkalische Lyse
2.4.1.2.2 Midipraparation
2.4.1.3 Isolation voA-Phagen DNA
2.4.1.4 Isolierung von Gesamt RNA aus Zellen
2.4.2 Photometrische Bestimmung von Nukleinsduren
2.4.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)
2.4.3.1 Verwendete Primer
2.4.4 Agarosegelelektrophorese
2.4.5 DNA Aufreinigung aus Agarosegelen
2.4.6 Anlegen einex-Phagenbank aus der Zelllinie MAX-T
2.4.7 Durchmusterung einer Phagenbibliothek
2.4.8 Auffullreaktion von Uberhangenden Restriktionsschnittsellen
2.4.9 Dephosphorylierung von DNA
2.4.10 Ligation
2.4.11 T/A-Klonierung von PCR-Amplifikaten
2.4.12 Transformation von Bakterien
2.4.13 Sequenzierung von DNA

2.4.14 Radioaktive Markierung von Nukleinsduren durch Random

22
23
23

23

23
24
24

24
25
25

26

26
26
26
26

27
27
27
28
28
29
30
30
30
31
32
32
32
32
33
33
33



Inhaltsverzeichnis

2.5

3.1

Prime Labelling
2.4.15 Transfer von Nukleinsauren
2.4.16 Hybridisierung mit DNA Fragment Sonden
2.4.17 PERV Fragment Sonde
2.4.18 Datenbank Nummern

Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 Herstellung von Zelllysaten

2.5.2 Proteingelelektrophorese

2.5.3 Western Blotting

2.5.4 Enhanced chemiluminescence (ECI).Verfahren

2.5.5 Induktion der Proteinexpression

2.5.6 Aufreinigung rekombinanter Proteine

2.5.7 Enzymgekoppelter Immuntest (ELISA)

2.5.8 Herstellung eines synthetischen Peptids

2.5.9 Immunisierung von Kaninchen mit einem synthetischen Peptid

2.5.10 Indirekte Immunfluoreszenzen

Ergebnisse

Klonierung und Charakterisierung eines repides-
kompetenten ecotropen porzinen endogenen

Retrovirus (PERV)

3.1.1 Klonierung einer PERV-C spezifischen Sonde

3.1.2 Southern Blot zur Haufigskeitsanalyse von PERV-C
Sequenzen in genomischer DNA verschiedener Zellen

3.1.3 RT-Nachweis von PERV auf zellfreiem Uberstand

3..1.4 Durchmusterung einer MAX-A-Phagenbibliothek

3.1.5 Analyse der PERV Sequenzen

3.1.6 Struktur und Aufbau der PERV Long Terminal Repeats (LTR)

3.1.7 Nachweis von PERV-C RNA in infizierten Zellen

3.1.8 Morphologie von PERV Partikeln

34
34
35

35

35

35
35
36
37
37
37
38
38
39
39

40

40

40
41

42
43
44
47
49
50



Inhaltsverzeichnis v

3.2

3.3

4.1

4.2

3.1.9 Nachweis von RT-Aktivitat im Uberstand nach Infektion 51
durch den Molekularklon PERV-C(1312)
3.1.10 Integrationsnachweis des retroviralen Molekularklons 53

PERV-C(1312)
Rekombinationsversuche zwischen 53

PERV-B(33)/ATG und PERV-C(1312)

Immunologische Detektion von PERV 60

3.3.1 Generierung eines spezifischen Antiserums gerichtet gegen das 60
Hullprotein von PERV-C

3.3.2 Analyse zur Funktionalitat des Antiserums mittels ELISA 60

3.3.3 Nachweis des Env-C Proteins in Zelllysaten mit dem 63

Antiserum Anti gp70_c1

3.3.4 Nachweis des Env-C Proteins auf Viruspartikeln mit dem Antiserum 64
Anti gp70_c1 und dem monoklonalen Antikdrper Anti Env-C

3.3.5 Indirekte Immunfluoreszenzanalyse unter Verwendung des 66

Antiserums Anti gp70_cl

3.3.6 Expression rekombinanter PERV Proteine 67
3.3.6.1 Klonierung eines prokaryotischen Expressionsvektors 67
3.3.6.2 Klonierung eines eukaroytischen Expressionsvektors 68
3.3.6.3 Generierung und Analyse rekombinanter Bacmid-DNA 69
3.3.6.4 Nachweis von rekombinant exprimierten PERV-C 70

Proteinen in Insektenzellen

Diskussion 72

Molekulare Charakterisierung replikationskonepésr 72
PERV

Immunologische Detektion von PERV-C 77
4.2.1 Env-C spezifische Antikdrper 77

4.2.2 Expression von rekombinantem Env-C Protein 80



Inhaltsverzeichnis

4.3 Rekombination von endogenen Retroviren 81
5 Zusammenfassung 85
6 Literaturverzeichnis 86
7 Abkilrzungsverzeichnis 104

8 Anhang 106



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Retroelemente

Im Genom aller Eukaryoten befinden sich eine Vielzahl von DNA-Seqoendie
transponierbare mobile Elemente darstellen, die RNA-IntermediatReplikation nutzen
(Wilkinson et al.,, 1994). Diese Retroelemente besitzen genstrukturefd
sequenzspezifische Ubereinstimmungen zu exogenen infektiosen Retrévifserdem
konnen sie auch Integrationsprodukte aufgrund von revers transkribienggreelmRNA
darstellen (Brosius, 1991; Boeke and Stoye, 1997). Ein Merkmal dieseelRetente ist
also ihre vorangehende Umschreibung von RNA zu DNA durch reverse Tpaioskri
(Lower et al., 1996). Das humane Genom besteht nach Schatzungen zuwaeht Bus
Retroelementen (Baltimore, 1985; Zhang et al., 2003), die hinsichtlichKloraplexitat
Unterschiede aufweisen (Abb. 1.1) und aufgrund ihrer strukturellen Merkmeléolgt
klassifiziert werden konnen (Loéwer et al., 1996; Andersson et al., 1998):

1. Pseudogene: Sind Sequenzen prozessierter, zellularer Gene, didresskribiert und
anschlieBend in das Genom reintegriert wurden. Diese Bereiche ramekriptionell
inaktiv, da ihnen Promotorelemente fehlen.

2. Retrogene sind Sequenzen von Pseudogenen, die zusatzlich einen zélhdéretor
besitzen und somit einer aktiven Transkription unterliegen. Zu den Re¢rogehdren die
SINEs (short interspersed nuclear elements) mit einer Langsclen 90-300
Basenpaaren. Bei diesen hoch repetetiven Sequenzen sinAludigemente wichtige
Vertreter (Deininger and Batzinger, 1993; Smit and Riggs, 1995; Li et al., 2001).

3. Zu den Retroposons gehédren die LINEs (long interspersed nucleamtslenidese
Sequenzen sind mit bis zu 6 Kilobasen (kb) deutlich groRRer als diesSUINE besitzen
einen internen RNA-Polymerase-ll-Promotor (Swergold, 1990), kodieremwiéir offene
Leserahmen (ORF) (Dombroski et al., 1991) und sind am 3'Ende polyade(Btiekte
and Stoye, 1997). Der erste offene Leserahmen kodiert flr ein RNA-birsdermtein, das
entweder ein Leucin-Zipper- oder Zinkfinger-Motiv besitzt (Covey, 198@mids et al.,
1992). Das Genprodukt des zweiten offenen Leserahmens ist eine REnerskriptase
(RT) (lvanov et al., 1991) und ist somit adaquat zuohGen der Retrotransposons und
Retroviren. Es wird vermutet, dass die von Retrotransposortsans bereitgestellte

Transkriptionsmaschinerie von den Pseudogenen und SINEs genutzt wird (Weiner, 2000).
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4. Retrotransposons gleichen den Retroviren mit der Ausnahme, dass iheewealape
Gen envGen) fehlt und sie somit wie die SINEs, LINEs und Retrotransposius
infektios sind. Entsprechend der Retroviren enthalten die Retrotransposonsord
Terminal Repeats (LTRs) eine Primer Bindestelle (PB&grePolypurin Trakt (PPT) fur
die Umschreibung von RNA in DNA, sowie das Verpackungssigingbgi-site”), welches
fur die Verpackung der viralen RNA in die Viruspartikel verantwalnthst (Lower et al.,
1996).

5. Retroviren, die eine eigene Klasse der Retroelemente darstellen (siehe 1.2).

Die Abb. 1.1 zeigt eine Zusammenstellung der Retroelemente.

Pseudogene
AAAA> Retrotransposon
g i
Retrogene ".‘ D-| LTH 9ag H pol l_‘ H H>
b 4
> @-[ow f ansns> - 4

T ,

@ o8 1 oo fasnt> oo~ [ 4 e H o Hom ] >

Ratroposon Retravirus

Abb. 1.1 Klassifizierung von Retroelementen.

Schematische Darstellung von Retroelementen. Distrigeelten Pfeile stehen fir die Bildung von
Retroelementen durch reverse Transkription, dieclitygzogenen Pfeile fir die Rekombination und den
Neuerwerb von Retroelementen. LTR, Long Terminapd¢; gag Kapsidprotein-Genpol, Polymerase-
Gen, das fir die RT kodiert; RNaseH, kodiert fitetgrase und andere Enzynesy; Hillprotein-Gen; RT,
Reverse Transkriptase-GeH; retrovirales Verpackungssignal; *, Polypurin TraRBS, Primer Bindestelle;
P, Promotor; AAAA, poly(A)-Schwanz (aus Lower et, 41996).

1.2 Retroviren

Retroviren stellen die komplexesten Vertreter unter den Retretdardar. Das Genom hat
eine GrofRe von 7-12 kb und besteht aus zwei RNA-Molekilen. Zusatzliclyaginand
pol-Gen kodieren die Retroviren mit deemv+Gen (Envelope) fur ein Hillprotein (Abb.
1.2). Dieses Protein interagiert mit dem Rezeptor der Zielzeltl ermdglicht somit den
Eintritt des Virions in die Wirtszelle (Lower et al., 1996). Datiustnd Retroviren in der



Einleitung 3

Lage infektiose Partikel zu bilden. Die Genomstruktur, die sich duBR5gagpro-pol-
env3'LTR zusammensetzt, ist bei den einfachen Retroviren gleich (ABp(Coffin et
al., 1997). Komplexere Viren, wie z.B. das humane Immundefizienz-Virly§ @tler das
humane T-lymphotrope Virus (HTLV) besitzen zusatzliche Gene, dieefjwlatorische
und akzessorische Proteine kodieren (Coffin et al., 1997). Die drei Ger@ntichen
Retroviren werden im proviralen Zustand von zwei LTRs flankiert, irbd&T R befinden
sich die viralen Promotorsequenzen. Die LTR ist in drei Teil&kstriert, U3, R und U5
Region, wobei diecis-aktiven Kontrollelemente in der U3-Region lokalisiert sind (Abb.
1.2) (Rabson and Graves, 1997). Durch die Bindung von zellularen Transkriptioresfaktor
an U3 erfolgt zusatzlich eine transkriptionelle Regulation deroRe¢n (Coffin et al.,
1997, Rabson and Graves, 1997). Vier grundlegende Eigenschaften sind chasakteris
fur Retroviren:

1. Sie besitzen ein diploides Genom.

2. Die Synthese und Prozessierung erfolgt durch die zelleigene Transkriptiomsieasc

3. Die Assoziation des Genoms erfolgt mit zelleigener tRNA an die Primde&elle.

4. Retroviren besitzen ein (+)-Strang RNA-Genom, welches nacinfé&tion nicht direkt

zur Proteinsynthese verwendet wird.

Die Abb. 1.2 zeigt schematisch die Genomstruktur der viralen Gene mit ziggetiérigen
Proteinen und den Aufbau eines Viruspartikels.
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LTR
| us| Rlus 2
Matrixprotein (MA) Protease (FRO) Hullproteine:
Kapsidprotein (KA) Integrase (IN) * Transmembrananteil (TM)
Nukleokapsid (NK) Reverse Transkriptase (RT) + Oberflachenanteil (SU)

Hullmembran

Abb. 1.2: Genomische Struktur eines Provirus und suktureller Aufbau eines Virions. Die
Genprodukte, die im Virion dargestellt sind, simdder Abbildung der Genstruktur entsprechend in der
Schriftfarbe und Kastenfarbe dargestellt. Das RNgxw@n ist im Virion mit dem Nukleokapsid assoziiert.

Die umschlieBende Hillmembran des Virions entstadenwirtszelle (verédndert nach Vogt, 1997).

Die Viruspartikel sind von einer Doppelmembran umgeben und haben einen Dssehme
von 80-100 nm (Nermut and Hockley, 1996). Die Membran entstammt der Wertsad

ist mit viruseigenen Glykoproteinen, den Hullproteinen (Envelope-Proteibesgtzt
(Nermut and  Hockley, 1996). Die Envelope-Proteine sind in der
elektronenmikroskopischen Aufnahme in Form von ,Spikes* zu erkennen und formen an
der Oberflache des Virions Oligomere, die zwischen 5 nm (MasapfRfionkey virus,
M-PMV) und 10 nm (HIV) lang sind (Gelderblom, 1987; Coffin, 1992; Nermut and
Hockley, 1996). An die Membran schlie3t sich unterhalb die Matrix an, reiheler
Membran assoziierte Schale. Innerhalb dieser Hille befindet sicKeite, das Kapsid,
welches in zylindrischer, konischer oder ikosaedrischer Form vorlieyam (Nermut and
Hockley, 1996). Es enthalt neben den retroviralen Enzymen Reverse Tptaski(iRT),
Integrase (IN) und der Protease (PRO) den Ribonukleoproteinkomplexcldeus dem
viralen Genom und dem Nukleokapsid zusammensetzt. Der allgemeinkaReptzyklus

der Retroviren ist in der Abbildung 1.3 dargestellt. Als ersteritehfolgt die Anheftung
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des Virions an den zellularen Oberflachenrezeptor der Wirts2altehliel3end erfolgt die
Verschmelzung der viralen Hullmembran mit der ZytoplasmamembranZigézelle.
Dabei wird das Kapsid in das Zytoplasma freigegeben. Dort findet reverse
Transkription der viralen genomischen RNA durch die RT statt. NacH rd@skription
integriert die DNA durch die virale Integrase zuféllig in d&gtsgenom und kann als
Provirus vertikal weiter vererbt werden. Das Provirus dient atsplae fir die zellulare
RNA Polymerase I, es erfolgt die Transkription und Synthese da&leri RNA, die zum
einen als Template fur die Synthese der viralen Proteine fungidrizum anderen als
virales Genom in die Partikel inkorporiert wird. Die Synthese d@lpkbteine erfolgt als
Polypeptid, kodiert durch daanv+Gen. Im endoplasmatischen Retikulum der Wirtszelle
erfolgt die proteolytische Spaltung der Polypeptide in den Oberflacteh@urface unit
SU) und den TransmembrantettapnsmembraneTM) (Hunter, 1997). Im Zytoplasma
formen sich die Virionen, lagern sich an die Zytoplasmamembran undemveturch
Knospung freigesetzt (Modrow und Falke, 1997). Zellen, die mit eineno\Reis infiziert
sind, kdnnen nicht mehr durch Viren, die den gleichen Rezeptor benutzen, Uleetinfiz
bzw. superinfiziert werden. Diese Art der Resistenz wirdrdisferenz bezeichnet. Diese
Zellen sind aber weiterhin empfanglich flr eine Infektion mit ®eten, die einen
anderen Rezeptor fur den Eintritt in die Wirtszelle benutzen. éReizal., 1994; Saier,
2000).

»Uncoating™
Reverse Transkription

Penetration

Partikel —
Freisetzung ”E::: ':ﬁ RNA Export
+ Reifung P

RNA Verpackung,

‘\Zusammenbau
@ ’ Translation

FoR

Abb. 1.3: Schematische Darstellung des retroviralefeplikationszyklus (veréndert nach Coffin et al.,
1997 und Modrow et al., 1997).
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1.2.1 Klassifikation der Retroviren

Retroviren kdnnen grob eingeteilt werden in einfache Retroviren, diglitdddie Gene
gag pro/pol undenvtragen (z.B. MLV, PERV), und in komplexe Retroviren (z.B. HIV).
Letztere besitzen zusétzlich noch weitere Gene (Coffin, 1997).

Eine konventionelle Moglichkeit der Klassifikation der Retroviren dkirch eine
elektronenmikroskopische Analyse gegeben. Dabei wird die KlasseReleoviridae
aufgrund ihrer Morphologie in vier Typen eingeteilt (Teich, 1984):

A-Typ Viren kénnen intrazellular nachgewiesen werden und zeigen keine Infektiosita

B-Typ Partikel bilden intrazytoplasmatische toroidale Struktunender Stelle der
Knospung und elektronendichte Kerne in reifen Partikeln aus.

C-Typ Viren zahlen zu den am meisten isolierten Retrovirenz@is Knospen der
Viren aus der Wirtszelle ist bei diesem Typ keine zytoplascts Virusstruktur
erkennbar. Die reifen Partikel besitzen einen zentral gelegenen, elektroreméient.

D-Typ Viren zeigen &hnliche Strukturen wie die B-Typ Viren, be asfen Partikeln
sind die , Spikes* auf der Oberflache der Virionen allerdings kurzer.

Die Einteilung der Retroviridae in sieben Gattungen durch diakernational

Committe on Taxonomy of Viruse@CTV) ist in Tabelle 1.1 dargestellt.
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Gatlungen

Neue Bezeichnung
nach 1ICTV""
{von 1998)

Einteilung nach
Coffin

Beispiel fir Viren dieser Galtung

a-Retroviren Vogel C-Typ Viren

P-Retroviren Sduger B-Typ Viren
D-Typ Viren

y-Retroviren - S#uger C-Typ Viren
- Repulien C-Typ Viren
- Retkuloendotheliose
Viren

a-Retroviren BLV-und HTLV Refroviren

e=-Retroviren Fisch

Spumaviren Spumaviren

Lentiviren Lentiviren des Menschen:

Lentiviren der Tiere!

Avidres Leukosevirus (ALV)

Maus Mammary Tumor Virus (MMTV)
Mason Plizer Monkey Virus (MPMV)

Maus-Leukdmieviren (Mul.V)
Viper-Retrovirus
Milz-Nekrose Virus (SNV)

T-Zell Leukimievirus 1 und 2 des Menschen (HTLV-1/2)
Bovines Leukimievirus (BLV)
Walauge-Dermal-Sarkoma Virus (WDSV)

Aflen-Foamyvirus (SFV)

Humanes Imnmmndefizienzvins (HIV)

Rinder-lmmundeizienzvirus (BIV)
Plerde-Trmmundenzienzvirus (ETAV)
Kalzen-Immundefizienzvirus (FIV)
Allen-ImmundeNzienzvires (SIV)
Visna™Maedi-Virus der Schale

“ICTV: International Commitiee on Taxonomy of Minses

Tab. 1.1: Klassifikation der Retroviridae.

Retroviren sind weit verbreitet und konnten in Mollusken, Fischen, RepWMiaygln und

Saugern nachgewiesen werden. Sie kdnnen sowohl horizontal (Infektiontlhalsetikal

(Keimbahn) Ubertragen werden. Bei endogenen Retroviren handelt es sidrtoater der

Retroviren, deren Genom im Wirtsgenom stabil integriert istkB@t al., 1997). Das erste

Retrovirus, das aviare Leukose Virus (ALV), wurde 1908 von Ellermann und &ag

Huhnern isoliert, die an Leuk&mie und Lymphomen erkrankt waren (EllerarahBang,
1908). 1911 wurde durch Pyton Rous mit dem Rous-Sarcoma-Virus (RSV) ddgsde

Agenz isoliert, das bei Hihnern fir spontane Sarkome verantwortliRass, 1911). In
der ersten Halfte des 20. Jahrhunderts wurden in fast allen EukaRetteniren entdeckt
(Herniou et al., 1998), 1964 wurde die Hypothese der reversen TranskriptionTéunah

aufgestellt, sechs Jahre spater erfolgte die Entdeckung derd®Tsomit diese Hypothese

bestatigte (Baltimore, 1970).
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1.2.2 Endogene Retroviren

Die meisten der endogenen Retroviren enthalten trunkierte Leseratuheenbesitzen
Stopmutationen in den verschiedenen Leserahmen. Dies fihrt dazu, dassisien m
endogenen Retroviren keine viralen Partikel bilden kénnen und in der Retjelgepafiir

den Wirtsorganismus sind (Coffin et al., 1997). Allerdings werden beickhigdenen
Spezies wie Huhnern, Mausen und Pavianen infektiose Partikel durch destfemsein

von endogenen Retroviren gebildet (Coffin et al. 1997; Todaro et al., 1976). lanbom
Genom befinden sich endogene retroviruséahnliche Elemente (Benveniste umnd, Toda
1974). Zusatzlich ist die Existenz von unterschiedlichen humanen endogenevir&et
(HERV) im Genom bekannt (Lower et al., 1996). Fur den Wirt hat das Wdemnzein
endogener Retroviren verschiedene Konsequenzen. So kann die Expression agsEnvel
Proteins eine Schutzfunktion gegeniber einer Infektion durch andere Vis#zehe
indem der Rezeptor durch das Hullprotein blockiert wird (Boeke and SI89¢), wie

dies bei Mausen gezeigt wurde (Buller et al., 1988; Gardner €t1911). Durch eine
mogliche Rekombination von exogenen und endogenen Retroviren ist die Moglichkeit
gegeben, dald sich neue pathogene Varianten bilden (Yoder et al., 1997). Durch e
Integrationsereignis eines endogenen Retrovirus ware es mdglich, eslalzur
Insertionsmutagenese oder zur Aktivierung von Protoonkogenen kommt (Coffin, 1997;
Fan, 1990).

1.3 Porzine endogene Retroviren (PERV)

Der erste Nachweis von-Retroviren, die als porzine endogene Retroviren (PERV)
bezeichnet wurden (Torado et al., 1973), fand in Nierenzellen des SclsiaindBreese,
1970; Armstrong et al., 1971). Diese Viruspartikel sind in der iiagéro humane Zellen

zu infizieren (Le Tissier et al., 1997; Patience et al., 1997). iEsfigr PERV vier
unterschiedliche Klassen (A, B, C und D), die sich in ihrer SequenzemeG&ens
unterscheiden (Le Tissier et al., 1997, Akiyoshi et al.,1998, Takeuchj #988; Patience

et al.,, 2001). Wahrend die Klassen PERV-A und PERV-B polytrope infektitose
Eigenschaften zeigen, ist die Klasse PERV-C ecotrop (Takeuahi €998). Von PERV-

D sind lediglich 275 Nukleotide deznvSequenz bekannt (Patience et al., 2001). In
jungster Vergangenheit wurden verschiedene Proviren der Klasse A uisaliést und
naher charakterisiert (Czauderna et al., 2000). Dabei konnten im Gen@uldesins der
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Weil3en Landrasse sechs intakte Proviren der Klasse A und Btisaielen (Krach et al.,
2001; Niebert et al, 2002, Niebert et al.,, 2003). 2001 wurde eine neue Nomenklatur
vorgeschlagen, dig-Retroviren PERV-A, PERV-B und PERV-C werden dabei in die
Gruppeyl zusammengefasst (Tidona et al., 2001). Bislang schatzt man, d&=nom

des Schweins zwischen 30-50 provirale Kopien von PERV vorkommen (LerTassik,

1997, Akiyoshi et al., 1998). Durch PCR-Analysen der LTRs und in konservierten
Regionen degol-Gens konnte festgestellt werden, dal3 PERV-C evolutionar die jingste
Klasse der PERVs darstellt (Niebert et al., 2005).

1.4 Rekombination von Retroviren

Ein Charakteristikum der Retroviren ist ihre hohe Frequenz der Rekdmhirgkinial et

al., 1984). Bei der retroviralen Replikation konnte ein hohes Ausmal} ansghleeti
Rekombination beobachtet werden, die nach Koinfektion einer Zelle durclgengtisch
unterschiedliche Viren stattfand. Dieses Pha&nomen wurde erstmalgogel-Tumor
Viren, spater bei Retroviren erkannt (Vogt, 1971) und in der Folge auchnieren
Retroviren (Clavel et al., 1989; Wyke et al., 1975). Aufgrund der steigeddehan
sequenzierten HIV-Genomen wurde deutlich, dal3 die Rekombination in dehlfaysan
Retroviren eine wichtige Rolle darstellt. Mindestens 10 % dektigfgeen Stamme von
HIV entstanden durch Rekombination zwischen unterschiedlichen viralen Subtype
(McCutchan, 2000; Peeters et al., 2000; Sharp et al., 1999). In der Maus kereitg g
werden, dal3 die Rekombination zwischen endogenen Retroviren zur Generierung von
pathogenen  Virusstammen fihrt (Stoye et al, 1991). Die meistens
Rekombinationsereignisse, die stattfinden, sind homologe Rekombinationes Abieter
Rekombination findet in der hodchsten Frequenz, als Basis flr ein ghestis
Rearrangement, in Retroviren statt (Tab. 1.2). Die Frequenz ist steémdeso hoch wie das
kumulative Erscheinen aller anderer genomischen Arrangements (TabWeRgrhin
besteht die Mdglichkeit, daf3 die Rekombination in homologen Bereichen nsechami
einigen Nukleotiden eintritt, dies fuhrt zur ,nicht-homologen Rekombina{i@Ghéeslock et

al., 2000, Zhang et al., 1994). Obwohl diese Art der Rekombination 100- bis 1000-fach
weniger effizient ist (Zhang et al., 2000) als die homologe Rekonmmmnat vivo,
ermoglicht sie eine grof3flachige Art eines genetischen Armaeges. Die nicht-homologe
Rekombination fand zu vielen Zeitpunkten wahrend der retroviralen Evolutidh sta
(Goldfarb et al., 1981; Swain et al., 1992; Swanstrom et al., 1983).
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Virus Rekombinationsfrequenz Kumulative Frequenz von Punkmutationen und anderen
genomischen Aberrationen pro Nukleotid und Infektionszyklus

SNV 4x 107 12x10°
MLV 4.7x 107

MaMLV 3x107°
HIV 2.4x 10% 3x 107
BLV 5x10°¢

Tab. 1.2: In Vivo Schatzungen der Frequenz von Erscheinungen versetiener genomischer
Modifikationen in Retroviren. SNV, Milz Nekrose Virus; MLV, Murines Leukamie Vis; MoMLV,
Moloney Murines Leukamie Virus; HIV; Human Immunizéénz Virus; BLV, Rinder Leukamie Virus (nach
Negroni et al., 2001).

Fur eine Rekombination zwischen retroviralen Genomen wird mindeste#gléus einer
viralen Replikation bendtigt, in dem jeder der parentalen RNA-Genanuas gleiche
Virion verpackt wird und somit ein heterozygotes Partikel erzeugt (tHunter, 1978;
Linial et al., 1982). In der Theorie existieren zwei verschiedene Nodder
Rekombination fir Retroviren, das ,Forced Copy-Choice” Modell (Abb. 1.4) und das
.otrand Assimilation” Modell (Abb. 1.5).

Das ,Forced Copy-Choice“-Modell wurde durch Coffin (1979; 1990) beschrieben und
schlagt vor, dafl? die rekombinante retrovirale DNA durch Matrizenwkab&éer viralen
RNA wéahrend der Minusstrang DNA-Synthese stattfindet. Dieses IMaderde
formuliert, um die Existenz bzw. das Uberleben der Retroviren mattireicher Briiche
wahrend der Virion RNA-Erstellung zu erklaren. Bei diesem Modektdie die
Mdglichkeit, dass der synthetisierte DNA-Strang aufgrund des iMatvechsel an
verschiedenen RNA Brichen durch einzelne RNA-Fragmentmatrizenetgnt8omit
entsteht bei diesem Modell durch ein Virus mit zwei unterschiesiicRNA-Genomen nur
ein DNA-Provirus (Hu et al., 1990; Panganiban et al., 1988). Die RT smamgeinem
RNA- zum anderen RNA-Molekll. Dies geschieht in dem homologen Bedec R-
Region. Es wird postuliert, dass wéahrend des Sprungs der RT die HRNEBetat der
RT die Ribonukleotide des DNA-RNA Hybrids entfernt. Dies findetttstam zu
verhindern, dal3 homologe Bereiche des zweiten RNA-Strangs alzéatngieren, um
somit eine wiederholte Bindung auf der DNA zu ermdglichen, um dadurdmodeloge
Rekombination zu férdern (Coffin, 1979).
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A Rekombination wihrend der Minus Strang Synthese:  Forced Copy-Choice™ Modell

Heterozygote Pariikel mit zufilligen
T - . ; Briichen in beiden RNA Genomen

T — Minus (Erst) Strang Synthese starfet auf einem Genom
und wechselt zum zweiten Genom an einem Bruchpunbt

L)

| Plus Strang

| DNA Synthese / In®egration
‘ Das Kopieren des resultierenden Minus Strangs

produziert sinen homoduplex Doppelstrang

Abb. 1.4: “Forced Copy-Choice” Modell. RNA, Schwach ausgepragte Linien; DNA, starker ausgepragt
Linien. Die Pfeile deuten die Richtung der DNA-Syge an. Die umrandeten Boxen heben die Region der
Rekombination hervor. RNA-Briiche sind als Lickensziven den Strangen dargestajiigGen, G/g;pol-

Gen, P/penvGen, E/e (nach Katz et al., 1990).

Bei dem ,Strand Assimilation* Modell wird davon ausgegangen, daf ekerRbination
durch einen Austausch bei der viralen Plus-Strang-DNA stattfindese® Modell wurde
vorgeschlagen, um den Ursprung der kombinierten viralen DNA Molekiile en jHif-
Struktur, die in elektronenmikroskopischen Aufnahmen nach Auflésen der Viridgen a
Voraussetzung fir die Reverse Transkription beobachtet wurde, zu erkBee der
Bildung der kombinierten Doppelstrang DNA wird davon ausgegangen, dal3 durch die
Strangablésung-Synthese, hervorgerufen durch die RT, die Generierung ieanPfies-
Strang-Enden gefdrdert wird (Junghans et al., 1982a). Dieses Modwgttstnit etlichen
biochemischen Eigenschaften der retroviralen Replikation tberein (Jurghalns1982a;
Junghans et al., 1982b). Der DNA Minus-Strang startet an einem aetigggn Primer
(tRNA) und ist kontinuierlich. Die interne Plus-Strang-DNA-Synthstsetet an mehreren
Stellen auf dem DNA Minus-Strang, der als Matrize fungiert, ld&RBA Primer, die sich
durch den Abbau des genomischen RNA Plus-Strangs durch die RNaseatdtgedlden.
Die neu synthetisierten DNA Plus-Strange sind kurz und unvollstandigjndsnoch
einzelne Licken vorhanden, die anschlieBend bei der Plus-Strang-Synthgstillauf
werden. Vermutlich bendtigt die Strangassimilation keine viraletelre (Junghans et al.,
1982a; Junghans et al., 1982hb).
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B Rekombination wihrend der Plus Strang Svnthese: | Strand Assimilation™ Modell

Heterozvgote Parfikel mit zwei RNA Genomen

[ ]

| Zwwel Minus (Erst) Strang DNA s werden durch
! Benutzung beider RNA Matnizen snthetisiert

” s i e Plus (Zweitstrang) Strang DNA Synthese wird
) durch Strangablosung und Assimilation von Einzelstrang

- DNA Schwinzen des zweiten Genoms begleitet

[+] 2 []

¥ Auflosung / Reparatur / Infegration
Der assimilierte Strang in der DNA des zweiten

_ Genoms produziert einen Doppelstrang mit heteroduplex
(e } ) Regionen

L

! Tremung des Wildtvp- und Mutanten Strangs

Abb. 1.5: “Strand Assimilation” Modell. RNA, Schwach ausgeprégte Linien; DNA, starker ausgepragt
Linien. Die Pfeile deuten die Richtung der DNA-Syde an. Die umrandeten Boxen heben die Region der
Rekombination hervor. RNA-Briiche sind als Luckeriseiwen den Strangen dargestellt. Der offene Pfeil

deutet auf die Strangassimilatiazag-Gen, G/gjpol-Gen, P/pgnvGen, E/e (nach Katz et al., 1990).

Eine andere Art der Rekombination zwischen Viren ist das phanotypidctesm. Dies
bezieht sich auf die Formation von Virionen, deren Proteine nicht von den ielidsdps
viralen Genom kodiert werden (Zavada, 1976). Im Extremfall ist ear sodglich, dass
virale Genome anderer Viren in das enkapsidierte Genom des Viigyebaut werden.
Wahrend des phénotypischen Mixens koénnen Helfer-Viren eine stitzende Funktion
Uubernehmen, indem sie ein defektes Virus mit Proteinen unterstitzespmih eine
Replikation und Partikelformation zu ermdoglichen. Dies wird als Kometdation
bezeichnet (Hannafusa et al., 1970). Aufgrund eines neuartig eingebaykeprGeins,
transkribiert durch ein unterschiedliches virales Genom in dem enlepsndVirion, ist

das Virus in der Lage durch eine resultierende Formationséanderunvyales Partikels
einen neuen Wirtstropismus zu erlangen. Das phéanotypische Mixen istntfernt
verwandten Retroviren auf das Envelope-Glykoprotein beschrankt (Lirahl 4984). Es
gibt viele Beobachtungen des phanotypischen Mixens zwischen endogenen unmexoge
Retroviren. So besitzt HIV zum Beispiel die Fahigkeit das Qehvénglykoprotein des
murinen Leukamievirus (MLV) zu benutzen, was zur Folge hat, dal3 eus gebildet
wurde, das zusatzlich zu CD4-positiven Zellen weitere, CD4-nega#lten infizieren
kann (Canivet et al., 1990; Landau et al., 1991).
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Durch eine Rekombination von Retroviren kdnnen Probleme fur den Wirt anft8xddast
es moglich, dass defekte exogene Retroviren durch Rekombination mit eeadoge
Retroviren wiederhergestellt werden und somit ihre Replikationskonmpetaeder
erhalten (Martinelli et al., 1990). Die Schnelligkeit und H&aufigldst Rekombination
wurde wahrscheinlich von der Verwandtschaft der retroviralen Sequebhéngen. Ein
weiterer wichtiger Aspekt beziglich der Rekombination von Retrovinesteht bei der
Gentherapie, die auf retroviralen Vektoren basiert. Bei dem Eimgatx/ektoren ware
durch eine mogliche Rekombination mit einem Helfervirus die Wahnsattgieit
gegeben, dass sich ein replikationskompetentes Retrovirus bildet.rveigre eine
Rekombination zwischen dem Vektor und endogenen retroviralen SequenzeneatdsriPat
denkbar. Im Bezug auf eine Xenotransplantation ist ebenfalls eifle@&bischatzung in
Erwagung zu ziehen, da es zu einer moglichen Rekombination zwischen restddgeen,
die aus den Spenderorganen freigesetzt werden, mit bereits im Gerbandenen

endogenen retroviralen Sequenzen des Rezipienten kommen kénnte.

1.5 Xenotransplantation

Unter Xenotransplantation (XTx) verstent man die Ubertragung von lebenelken,
Geweben oder Organen von einem nicht-humanen Spender auf einen Menschen zur
therapeutischen Behandlung von Organversagen im Endstadium und anderer
Erkrankungen (UNOS, 1995; Taniguchi et al., 1997)

Aufgrund der mangelnden humanen Spenderorgane bekommt die XTx immereirete
Bedeutung. Tabelle 1.3 zeigt den Verlauf von Organspenden verschiedenae Qrgl

den tatsachlichen Bedarf in Deutschland (http://www.organspende.de).
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Durchgefiihrte Transplantationen
{nach postmortaler Organspende) und tatsachlicher Bedarf

Miore Laber Herz Pankrasn Lunge

Durchgafifrie Trangplantationen nech Lebeodapends:
405 Niorentraniplanfationen und 74 Lebofframtplaniationen

Witltere durchpefihrfe Transplantationmn;
Acht Lebar-Dominotrangplantationen und schi Dilnndermirsnsplantationm

B Curchgeflbrie Transplantotionen 00000 Bedarf

Tab. 1.3: Zusammenfassung der wichtigsten transpldierten Organe in Deutschland 2004
(www.organspende.de)

1.5.1 Geschichte der Xenotransplantation

Die ersten Versuche der XTx liegen einige hundert Jahre zuriick. 18B2irsem

russischen Adligen ein Knochenstiick eines Hundes in den Schadel eingeseéén sein.
Im Jahr 1902 Ubertrug Ullmann eine Hundeniere auf eine Ziege, stdlde seine
Forschung auf diesem Gebiet ein, nachdem eine gleichartige dbedraom Schwein
auf eine nierenkranke Frau scheiterte (Nagy, 1999). 1905 wurden durch dzindetle
von Kaninchennieren auf ein an Uramie leidendes Madchen transplantiertvd@&/von
Alexis Carrel vorgeschlagen, dass die Bekampfung von Organfehledokimft durch
.Heterotransplantation“ durchgefuhrt werden wirde (Fishman et al., 20Q@®1)0

verpflanzte Unger die Niere eines Rhesusaffen. 1923 Ubertrug NeuhoS&aésniere

und 1924 transplantierte Avramovici eine Niere einer Katze auf Hunde
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(http://www.organspende-und-transplantation.de/xenotransplantation.htm). 1964 g&lang
erstmals in New Orleans erfolgreich solide Organe zu vergffargZs wurden insgesamt
13 Nieren von Schimpansen transplantiert. Bei dieser XTx Uberlai#ePaitientin neun
Monate bevor sie an den Nebenwirkungen der Immunsuppression verstarb t(Reeins
al., 1964). 1984 wurde einem als ,Baby Fae" bekannt gewordenen Sauglingt eigrem
schweren Herzfehler zur Welt kam, ein Pavianherz transplaridiast Kind tGberlebte mit
dem Spenderherz 20 Tage (Bailey et al., 1985). Ein Grund, weshalb Schised@noren

fur Organe in Betracht gezogen wurden, war das US-Verbot derevidamg von
Primaten als Spender fur die XTx durch die Gesundheitsbehdrde (FIDA)wedierer
Grund war die anatomische und physiologische Ahnlichkeit der Schweineorgame
Menschen (Sachs, 1994; Cozzi & White 1995; Dorling et al., 1997; GreeastkiBachs,
1997). In der XTx werden Studien fir die Implantation von fotalem neuror@knebe

zur Behandlung von Parkinson- und Huntington-Erkrankungen (Deacon et al., 1997; Fink
et al., 2000), die Infusion oder Implantation von (eingekapselten) InsalzelieTherapie
von Diabetes mellitus (Tibell et al., 1994; Groth et al.,, 1994; Grotlal.et1998),
extrakorporale Leberperfusion (Breimer et al.,, 1996) und die Perfusiorh cder
Implantation von ganzen Leberpréparationen zur Behandlung von Lebervershgare(C
al., 1994; Cramer, 1995) durchgefthrt.

1.5.2 Immunologische Barrieren

Wie bei allen Transplantationen (mit Ausnahme von autologen Transpmaetgt besteht
auch bei der Xenotransplantation die Problematik der AbstoRung des Spemuerorg
Urspriinglich wurden zwei Arten der Xenotransplantation vorgeschlagekock®rdante
und diskordante XTx (Calne, 1970). Bei einer hyperakuten Abstolungsreaktion
(.hyperacute rejection”, HAR), die nach wenigen Minuten bis einigemden eintritt
(Bach et al., 1995), ist das Donor-Rezipienten Paar nicht UbereinstanrBei einer
AbstoRung des Organs, die langer als 24 Stunden dauert und ahnlich (abEubesy
verlauft wie bei einem Allotransplantat, also ein Transplantagldéchen Spezies, spricht
man einer Ubereinstimmung des Donor-Rezipienten Paars. Der grifiezsdhied
zwischen diesen beiden Gruppen ist bedingt durch das Vorkommen von pratrmiert
naturlichen Antikdrpern (pnAK) des Rezipienten, die gegen Antigene auf de
Endothelzellen des Spenderorgans gerichtet sind. Diese Antikorper erlgiankntigene

und lésen die Aktivierung des Komplementsystems aus, was eine hyperakute
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Abstol3ungsreaktion zur Folge hat. Die pnAK sind in dem Rezipienten sherite
Immunisierung durch eine Organtransplantation vorhanden, sie werden @tbcimat
xenoreaktive Antikérper bezeichnet (Sachs, 1994). Der Grund fur die hyperaktue
AbstoRRungsreaktion ist die Prasenz der xenoreaktiven Antikorper gegefudegrrest
Galo(1-3)Gal @Gal), der auf den Schweinezellen prasentiert wird. Der HAR faily
akute humorale Xenograft-Absto3ung (,Acute Humoral Xenograft RejEctiAHXR),
die nach wenigen Tagen bis einigen Wochen auftreten kann und durch dieidfinbgz
von Entziindungsmediatoren, Makrophagen und natirlichen Killerzellen vermiitelt
Diese Stufe der AbstolRung ist bis dato die grof3te immunologischierBaoei der XTx
(Bach et al., 1955, Knosalla et al., 2002). Die letzte Stufe istldienische Xenograft-
Abstol3ung, bei der eine durch T-Zellen vermittelte Abstol3ung erfolgt (Bach et al., 1995).
Zur Zeit wird in der Forschung versucht, die hyperakute Abstol3ungsrealtiomgehen.
Es konnte eine Reduktion des Titers der naturlichen xenoreaktiven AntikGped et al.,
1992; Ye et al., 1994) experimentell nachgewiesen werden, jedoch wé&radex nur
temporar (Dorling et al., 1997). Die Inhibierung der Komplementkaskadeeide
AbstolRungsreaktion hervorruft, ware ein weiterer Ansatz, um den Merldes
Spenderorgans im Rezipienten zu verlangern bzw. dauerhaft zu machen1B95). Drei
wichtige Regulatoren in der Komplementkaskade sind CD55 (hDAF, ,humaay-dec
accelerating factor®), CD46 (MCP, ,membrane cofactor protein®) @ab9 (MAC-
Inhibitor, ,inhibitor of membrane attacking complex®). Vor kurzem wurdéitalé
transgene Schweinezelllinien fur alpha 1,3-Galactosyltransf€@Seund CD55 etabliert
(Takahagi et al., 2005). Ebenso ist gelungen Schweine zu zlchten, dozyggieflr das
alpha-1,3-Galactosyltransferase-Gen (Dai et al., 2002; Lai €0412) und nur noch ein
intaktes Allel des oben genannten Gens besitzen. Die Spenderorgage TE®
Uberleben langer als Organe aus unmodifizierten Schweinen (Fishinahn 2004). Ein
Problem, das bei transgenen Schweinen, die in der Xenotransplantatiemdetrwerden,
auftaucht, ist eine moégliche Tarnung von Pathogenen, die durch die porzilegniZeen
Rezipienten freigesetzt werden und somit dem Komplementsystgehent (Takeuchi et
al., 1996; Takeuchi et al., 1997; Weiss, 1998, Magre et al., 2004). Weitertih dikei
Frage, wie lange die Funktion des Spenderorgans im humanen Rezipiadtarera
(Dorling et al., 1994). Zusammenfassend kénnen einige wichtige Aspeldaargaverden,
die, zusatzlich zu der Problematik der AbstoRung der Spenderorgans Teieesshweren
(Fishman et al., 2004):

- Das Spenderorgan kann als Spender dienen fur Faktoren, die eine Empfangerabwehr



Einleitung 17

umgehen und somit eine Krankheit auf den Rezipienten Ubertragen kdnnen;

- fehlendes Wissen Uber das Verhalten der Spenderorgane in immunsupprimierten
Empfangern;

- unerkannte Krankheitssymptome beim Rezipienten, die durch eine Infektion eines
Pathogens aus dem Spenderorgan hervorgerufen wird,;

- fehlende klinische Mel3methoden fur Organe von nicht humanen Spezies;

- durch mdgliche genetische Rekombination oder Mutationen kann es zu neuen
Eigenschaften bzw. Verhaltensweisen des Rezipienten kommen;

- eine Donor-Rezipienten Inkompatibilitdt des MHC (,major histocompatibility
complex®)-Antigens kann die Immunantwort des Rezipienten auf eine Infektion

verzogern bzw. herabsetzen.

1.6 Die Rolle von PERYV in der Xenotransplantation

Bei der Xenotranplantation sind die Rezipienten immunsupprimiert, um nediggiche
Abstol3ung des Spenderorgans zu unterdriicken. Dadurch entsteht die Mogliclsiseit, da
Pathogene aus den Zellen des Spenderorgans in den Korper des Rezialkamigen und

es somit zu einer Infektion kommt (Michaelis et al., 1994; Stoye anffinC 1995;
Fishman, 1997). Da flr eine mdgliche Anwendung in der Xenotransplantati@tloasin
favorisiert wird, besteht somit die Mdglichkeit, dass PERV humatierzZinfiziert, wasn

vitro nachgewiesen wurde (Le Tissier et al., 1997; Patience et al., B&Partikeln, die

aus einem genetisch modifiziertem Schwein stammen, bestehtlimhsdie Moglichkeit

der Tarnung der Viren (Takeuchi et al., 1996), was zu einer Infektion der
Rezipientenzellen fihren kdnnte. Bislang konnte allerdings noch kein Kragiktkeifiir
PERV im Schwein nachgewiesen werden, was somit keine direktendRiidse auf eine
eventuelle Pathogenitat beim Menschen in Form einer Trans-Spg@masibertragung
zul&sst. So infizieren PERM vitro nicht-humane primére Primatenzellen, sind aber nicht
in der Lage in diesen Zielzellen zu replizieren (Ritzhaupt.e@02). Allerdings wirken
tierische Retroviren immunsupprimierend (Denner, 1998), was zu einer Sekieldin,
hervorgerufen durch einen retroviralen Infekt, fihren kdnnte. In Studien amteati bei
denen porzines Gewebe transplantiert wurde bzw. bei Personen, die danefoaitakt

mit Schweineblut hatten, wurden bislang keine Ubertragungen von PERVenaeben,

in einigen Fallen konnten Mikrochimérismen gezeigt werden (Hendinal.,e 1998,
Patience et al., 1998, Paradis et al., 1999, Dinsmore et al., 2000). In Berenodell
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konnte wiederum nachgewiesen werden, dass PERV in der Lage sind, nach
Transplantation von porzinen Inselzellen in NOD/SCID (non-obese diaastce
combined immunodeficiency) Méause diese zu infizieren (van der Laaal.,eR000).
Allerdings wurde durch einen weiteren Ansatz diese Erkenntnis wgleldei dem porzine
Inselzellen in immunsupprimierte Ratten und diabetische Nacktm&assplantiert
wurden. Per PCR konnte kein Nachweis einer Transmission von PERV umtiagende
Gewebe nach Transplantation der Inselzellen in die verschiedenen riEehgewiesen
werden (Goto et al.,, 2004). Eine weitere Studie konnte zeigen, das hustale f
Thymuszellen und Leberzellen, die parallel mit porzinen Knochenmakkszeh
NOD/SCID Méause transplantiert wurden, durch PERYV infiziert wur@abei konnte in

den humanen Zellen das ecotrope PERV-C nachgewiesen werden. Der Grutid f
Infektion mit dem nicht-humantropen PERV-C lag an einer Pseudotypigiemit
xenotropen MLV der Maus (Yang et al., 2004). Dieser Ansatz zeige iadirekte
Infektion von humanen Zellen mit PERV. Bislang konnte keine direkte Iofekton
humanen Zellen durch PERV nach Transplantation mit porzinen Zellen odenguor
Organen im Rezipienten nachgewiesen werden.

Eine Rekombination von endogenen Sequenzen des humanen Empfangers mit porzinen
endogenen Sequenzen von PERV konnte bislang noch nicht nachgewiesen werdgn (Suli
et al, 2003). Trotz der Inaktivierung von PERV durch die Komplementaktivienadg

dem bislang noch negativen Nachweis einer Rekombination mit humanen emdogene
retroviralen Sequenzen des Rezipienten ist eine Zoonose durch eineinfakt PERV

im Menschen nicht auszuschlieBen. So wurde kirzlich Uber Pseudotypisierung
nachgewiesen, dass die drei PERV Klassen A, B und C in der lrajenamane Zellen

und Nagerzellen Gber einen alternativen Weg zu infizieren (Lavilette and Kabat, 2004)
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1.7 Zielsetzung der Arbeit

Die vorliegende Arbeit gliedert sich in drei thematische Scpwkte, die gemeinsam
unter dem Aspekt der Sicherheitsevaluierung im Rahmen der Xenotraasipla
betrachtet werden konnen. Die drei Teile dieser Arbeit behandelnhgielkierisierung
und Evaluierung von PERV-C. Das erste Projekt umfasst die Isolat@s entakten
replikationskompetenten PERV-C Provirus, das im Anschlu3 an die Isolahdn
Klonierung naher charakterisiert werden soll. Die Analysen umiabgektionsstudien
von porzinen Zellen, die suszeptibel fir PERV-C sind und die Effizienz de
Replikationskompetenz in verschiedenen Zelllinien. Aul3erdem sollen Sequgenier
zwischen dem isolierten PERV-C Molekularklon und bereits publizief®&RYV
Sequenzen der Klasse A und B durchgefihrt werden. Anhand der zusatzlietieis
genomischen Flanken soll ein Screening-Verfahren fur den isolierteRVC
Molekularklon in verschiedenen Schweinerassen durchgefuhrt werden, Wwerets fur
verschienene Molekularklone von PERV-A und PERV-B etabliert wurde, unit o0m
mogliches Risikopotential, hervorgerufen durch das Vorhandensein dieseg-GPER

Provirus bei Spendertieren, fur die Xenotransplantation auszuschliel3en.

Das zweite Projekt befasst sich mit der Charakterisierung edombinationsereignissen
zwischen den verschiedenen PERV-Klassen. Eine Rekombinante zwiscR&hAPENd
PERV-C wurde in der Vergangenheit ndher charakterisiert (Wis$al., 1998). Dieses
rekombinante PERYV ist in der Lage humane Zeltewitro zu infizieren. Aufgrund der
Tatsache, dass der grofdte Teil der proviralen Sequenz von einem PERVWiGsstammt
und lediglich die Rezeptor-Binde-Doméne spezifisch fir PERV-Asdt,als Erganzung
in dem zweiten Projekt eine mdgliche Rekombination zwischen PERWeBPERV-C

charakterisiert werden.

Das dritte Projekt umfasst die Generierung eines Antiserums ined enonoklonalen
Antikorpers, die beide spezifisch gegen das Hullprotein von PERV-{Chgarsind. Als
positive Kontrolle zur Uberpriifung der Funktionalitat und Spezifitiat detgssérums soll
dabei rekombinant exprimiertes Hullprotein aus Insektenzellen dienench Dein
spezifisches Antiserum bzw. Antikdrper ware es mdglich sowohl Spesrdeals auch
humane Rezipienten von Schweineorganen nach Xenotransplantation hinsichtlich einer

PERV-C Expression zu uberprufen.
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2 Material und Methoden

2.1 Organismen

2.1.1 Bakterienstamme

DH5a: Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp: " FgB80dacZAM15

A(lacZYA-argF) U169deR recAl endAlhscR17(k’, mk’) phoA
SUpE44A" thi-1 gyrA96 relAl (Invitrogen).

TOP10F: Escherichia coliStamm mit dem Genotyp: Elacl, Tn10(Tetf)}
mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcBC) @80dacZAM15 AlacX74 de®
recAl araD139 A(ara-lel)7697 galU galK rspL(Str) endAl nupG
(Invitrogen).

DH10Bac: Escherichia coli Stamm mit dem Genotyp: (FncrA A(mrr-
hscRMS-mciBC)) @80dacZAM15 AlacX74 re@l endAl araD139
A(ara-leu)7697 galu galK A-rpsL nupG/bMON14272/pMON7124
(Invitrogen).

XL1-Blue MRA (P2)Escherichia coliStamm mit dem GenotypAfncrA) 183 A(mcrCB-
hsdSMR-mrr) 173 endl1 sup E44 thi-1 gyrA96 relAl lac (P2
lysogen (Stratagene).

BL21DES: Escherichia coliStamm, Lysogen des Bakteriophagen DE3. Bei
DE3 handelt es sich um eMDerivat mit der Immunitatsregion des
Phagen 21. Es tragt ein DNA-Fragment mit dawsi-Gen, demlac
UV5 Promotor und dem T7 RNA Polymerase Gen (Studier and
Moffatt, 1986).

2.1.2 Insektenzelllinien
SF9: Zellen des Ovariums der Puppe des Herbst-Heerwu@pesioptera

frugiperda(Invitrogen).
High Five™: Zellen des Ovariums des Nachtfafeichoplusia ni(Invitrogen).
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2.1.3 Saugerzellen

293FT: Epitheliale Nierenzellen eines humanen Embry$sm@ sapiens Die
Zellen sind Adenovirus-5 transformiert und adharent (Invitrogen).

293T: humane Nierenzellen mit einem integrierten SV40T-AntigeRC@ Nr.
CRL 11268)

293PERV-PK: 293 Zellen nach Ko-Kultivierung mit porzinen PK15 Zellen (Patience et al
1997).

293PERV- 293 Zellen, die produktiv PERV-B Partikel freisetzen nach Transfektion /
B(33)/ATG: Infektion mit dem Molekularklon pBS-PERV-B(33)/ATG (Czaudeet al.

2000).

HelLa: Humane epitheliale Carcinoma-Zelllinie aus dem Geb#rhats Homo
sapien$, adharente Zellen (ECACC Nr. 85060701).

ST-lowa: Fibroblastoide Hodenzelllinie eines juvenilen Schweirféss (scrofg
adharente Zellen (ATCC Nr. CRL-1746).

MAX-T: Porzine Nierenzelllinie eines Minischweins mit dem ASIHaplotyp d/d
(Pauly et al., 1995)

PK15: Epitheliale Nierenzelle eines adulten SchweiBes Ecrofg adharente

Zellen (ATCC Nr. CCL-33).
HT1080: Humane Fibrosarkomzellen, adharente Zellen (ATCC No. CCL-121),

2.2 Kulturbedingungen der Bakterienstamme

221 Kulturmedien

Die Zusammensetzung der Medien erfolgte in verschiedenen Zusanwzoegse nach
Sambrook et al. (1989). Die Festmedien wurden mit 1,5 % Agarose (w/v) versetzt.

2.2.2 Kultivierung von Escherichia coli

E. coli wurde in LB-Medium (10 g/l Trypton, 5 g/l Hefeextrakt, 10 g/l NagH 7,0;
autoklaviert) oder in TB-Medium (12 g/l Trypton, 24 g/I Hefeextraknl4slyerin, 17 mM
KH.POy, 72 mM KHPO; autoklaviert) schittelnd (200 rpm) bei 37 °C kultiviert. Durch



Material und Methoden 22

die Zugabe von Ampicillin (50ug/ul, Boehringer Mannheim) wurden transformierte

Bakterien positiv selektioniert.

2.3 Zellkultur

2.3.1 Kultivierung von Insektenzellen

Die Inkubation der Zellen erfolgte bei 27°C im Brutschrank. Die SARZa&vurden in
dem SF900IISFM Medium (Gibco) unter Zugabe von 5% Penicillin/Strepiomyc
kultiviert, die Kultivierung der HighFive Zellen erfolgte in ExpseBivé’SFM Medium
(Gibco) unter Zusatz von 200mM Glutamin. Die Passagierung der SlEa 2efolgte in
der Regel nach 2-3 Tagen, die der High Five Zellen nach 5-6 TagaacleHaftung an
den Flaschenboden wurden die Zellen durch einen Zellschaber mit ansuidieile

leichtem Schutteln oder durch Abschlagen vom Boden vereinzelt.

2.3.2 Kultivierung von Saugerzellen

Die Kultivierung der Saugerzellen erfolgte in DMEM-Medium unirsatz von L-
Glutamin (2mM), Penicillin (100 Units/ml) und Streptomycin (38§ml) (SP) und 10%
FKS (Gibco). Die Zellen wurden in der Regel 1-2 mal pro Woche @rh&ltnis 1:3 durch
Zugabe von 4 ml 2,5 % Trypsin Melnick, 15 ml Versen (159 mM NacCl, 3mN &G

mM NaHPO;, 1,5 M KHPQ,, 0,2 mM Titriplex) und 30 ml PBS ohne Mg/Ca gesplittet.

2.3.3 Einfrieren von Saugerzellen und Insektenzelh

Adhéarente Zellen wurden in einer mittelgrof3en Flasche bis zur Koaflkdgtiviert, dann
trypsinisiert und in einem Gesamtvolumen von 10 ml aufgenommen. Nadtid?etig
(200 x g, 5 min, Raumtemperatur) wurde je nach Zellzahl das Zetlpell1,8-5,4 ml
Gefrierlésung (90 % FKS, 10 % DMSO, Sigma) aufgenommen. Dieugeksision wurde
in Cryo Vials (Greiner) aliquotiert und bei -20°C fir 2 h, im Anschlul3-88°C tber

Nacht und final in flissigen Stickstoff zur Lagerung tberfuhrt.
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2.3.4 Transfektion und Infektion von Zellen

2.34.1 Transfektion von Saugerzellen

Fir die Transfektionen wurde das Reagenz Lipofectamine (Invitrogengneéet. Durch

die Bildung eines DNA Liposomen-Komplexes wurde der Gentransfer g di
eukaryotischen Zellen erméglicht. Fir die Transfektion wurden am ¢/@#a 2x 10
Zellen in Sechs-Loch-Platten ausgesat und 24 h kultiviepg DNA wurde mit 10ul
Lipofectamine Reagenz und 20@ Optimem 1 (Invitrogen) fir 40 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Wahrend der Bildung des DNA Liposomen-Komplexes
wurden die Zellen beginnend mit PBS (ohne Mg/Ca) und anschlielRend miiddimm
Optimem1 gewaschen. Im Anschlufd erfolgte fur 4h die Inkubation dernzZedie dem
Transfektionsmedium (Lipofectamine und Optimem und Plasmid-DNA), dasr zmit

800 ul Optimem1 auf ein Gesamtvolumen von 1 ml verdinnt wurde. Im Anschlul3 wurde
das Transfektionsmedium durch das entsprechende Zellkulturmedium ensdtaiie

Zellen wurden je nach Anwendung unterschiedlich lang kultiviert.

2.3.4.2 Transfektion von Insektenzellen zur Herstellung rekombanter

Baculoviren

Fiur die Transfektion von SF9 und HighFive Zellen wurden 8xZéllen in einer
Sechslochplatte ausgesat. Laut Herstellerangabe wurdsm Bacmid-DNA in 100l
Grace's Medium (Invitrogen) und in einem separaten AnsaizGlIfectin (Invitrogen)
mit 100l Grace's Medium (Gibco) verdinnt. Beide Ansatze wurden gemischiiui3@ f
min bei Raumtemperatur inkubiert, im Anschlu3 mit g0Grace’s Medium versetzt und
auf die Zellen gegeben. 5 h nach der Transfektion (post-Transfektion,wuidg das

Transfektionsmedium durch das dementsprechende Zellkulturmedium ersetzt.
2.3.4.3 Infektion von Insektenzellen

Vier bis funf Tage post-Transfektion (p.T.) (siehe 2.3.4.2) wurde der Risstock
generiert. Dazu wurde das Medium aus den Sechs-Loch-Platten in eine
Zentrifugenréhrchen dberflhrt und fir 5 min bei 500 x g zentrifugiert, ulineZie zu

pelletieren. Der Uberstand (Virusstock P1) wurde in ein neues GefaRtiterid bei 4°C
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gelagert. Zur Amplifikation des Virusstocks P1 (1%1fis 1x10 pfu/ml ) fur einen
hochtitrigen Virusstock, wurden 2x3@ellen mit 400ul des Virusstocks P1 infiziert und

fur 48 h bei 27°C inkubiert. Anschliel3end wurde das Medium abgenommen und bei 500 x
g fur 5 min zentrifugiert. Der so erworbene Virusstock P2 wurdd #&igelagert bzw. bei

-80°C fur eine langerfristige Lagerung eingefroren.
2.3.4.4 Infektion von S&ugerzellen

Fir Infektionsanalysen wurden 1x1Pellen in ein Loch einer Sechs-Loch-Platte (Greiner)
ausgesat und 24 h kultiviert. AnschlieRend wurde das Medium durch stenitéls
virushaltiges Medium ersetzt und die Zellen infiziert. Je nach ehowng wurden die
Zellen einen Tag nach der Infektion (post-Infektion, p.l.) fur ImmunfluesAnalysen

verwendet oder fur Bestimmung der Infektionseffizienz weiter kultiviert.
2.3.4.5 Infektion von Insektenzellen zur praparativen Proteinexpression

Zur Expression groRerer Mengen von rekombinanten Proteinen wurden HighOFive
Zellen pro Loch in einer Sechs-Loch-Platte ausgesat. Nach Absa¢reZellen wurden
diese mit 250ul des Virusstocks P2 infiziert. Die Inkubation erfolgte 1-4 Tage-post
Infektion (p.l.) bis die Zellen im Anschluf3 an die Inkubationszeit geerhysiert und

mittels Western Blot analysiert wurden.

2.35 Plaque Assay zur Titration des Virusstocks

Zur Bestimmung des Baculovirustiters wurde der Plaque Assay neéetveDazu wurden
1x1C Zellen SF9 Zellen pro Loch in einer Sechs-Loch-Platte ausgesat hrioei 27°C
inkubiert. AnschlieRend wurde das Medium durch 1 ml virushaltiges MediunP2aes
Virusstocks ersetzt und die Zellen wurden 1 h bei RT inkubiert. ImhumSovurde das
virushaltige Medium durch Plaque Medium (3% Agarose (Invitrogen) in 200 m
SF900IISFM Medium) ersetzt. Nach Erstarren des Plaque Mediuntemvdieses mit 1
ml Medium Uberschichtet, um eine Austrocknung zu vermeiden. Die Platteten bis
zur Auswertung 7-10 Tage bei 27°C inkubiert. Durch Uberschichtung der A&garubs
anschlieBender Inkubation mit 0,5 ml einer Neutralrot-Féarbelésung (1 Im8igma)
wurde die Auswertung erleichtert, indem die lebenden Zellen rothgefé&rden und tote
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oder sterbende, virusinfizierte Zellen als hellen Bereich ersehdéasst. Zur Berechnung
der ,plaque-forming units* pro ml (pfu/ml) erfolgte die Multiplinimg der ausgezéahlten
Plagues mit dem Verdunnungsfaktor und dem Faktor 0,5 (1 / 2 ml eingeSétitenen
pro Loch der Sechs-Loch-Platte).

2.3.6 Aufreinigung von Viruspartikeln

Viruspartikel wurden tber ein Sukrosekissen aufgereinigt. Das 20 % SkissEn (gelost
in H,O) wurde mit zellfreiem, sterilfiltriertem Uberstand tbdisbtet und fiir 90 min bei
4°C mit 100.000 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde tber Nacht in B®BS (ohne
Mg/Ca) resuspendiert und am nachsten Tag wieder Uber ein Sukraosekiggereinigt.
AnschlielRend wurde das Viruspellet in 100-18®BS (ohne Mg/Ca) resuspendiert und
mittels Western Blot Gberprift. Die Lagerung wurde bei —80°C durchgefuhrt.

2.3.7 Aktivitatsbestimmung der Reversen Transkript@ae (RT-Test)

Mittels des C-type-RMActivity Assays (Cavidi Tech, Uppsala) erfolgte die Bestimmung
der RT-Aktivitat in zellfreiem, steril filtrierten (0,45um, Sartorius Minisarf)
Zellkulturiberstand unter Verwendung des Protokolls B. Bei dem Assay wwi
Reaktionsmix enthaltendes Bromo-deoxyuridintriphosphat (BrdUTP) durch rdie i
Uberstand befindliche RT in einen DNA Strang eingebaut. Dies gdsathirch Bindung
der RT an ein immobilisiertes Template/Primer Konstrukt, an dem DNA Strang
synthetisiert wird. Im Detektionsschritt binden spezifische Antikérpgelche mit
alkalischer Phosphatase gekoppelt sind, an das BrdUTP und ermoglichaneso e

kolorimetrischen Nachweis, der proportional zu der RT-Aktivitat in der Probe ist.
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2.4 Molekularbiologische Methoden
24.1 Isolierung von Nukleinsauren
24.1.1 Isolierung von genomischer DNA aus Zellen

MittelgroRe Flaschen (80 ¢m Nunc) wurden, nachdem sie konfluent mit Zellen
bewachsen waren, mit PBS (ohne Mg/Ca) gewaschen und durch Zugabe vokali@mnl
PBS mit einem Zellschaber vom Boden abgeldst. Nach Zentrifugdi@h X g, 5 min,
4°C) erfolgte die Lyse der Zellen in 4 ml Lysispuffer (LO0mMsIHCI [pH 7,6], 1ImM
EDTA, 100 mM NaCl, 5 mM MgGl| 0,5% NP40) durch vortexen. Nach anschlieRender
Zentrifugation (1600 x g, 2 min, 4°C) erfolgte die Resuspendierung destigeédn
Zellkerne in 500ul Proteinase K-Puffer (10 mM Tris [pH 7,8], 0,5 % SDS) und 2,5
Proteinase K (20 mg/ml; Boehringer Mannheim). Die Zellkerne wufde®0 min bei
Raumtemperatur in dem Resuspensionspuffer inkubiert. Die Isolierungedemischen
DNA wurde durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion mit anschlieRendené&tidung
durchgeflnhrt.

2.4.1.2 Isolierung von Plasmid DNA aus Bakterien

24.1.2.1 Minipraparation durch alkalische Lyse

Die Plasmidaufreinigung erfolgte nach der Methode von Birnboim und O&y9).
Zellen aus 1,5 ml einer 5ml Ubernachtkultur wurden durch Zentrifugation (18.60G0
sec., Raumtemperatur) pelletiert und in }10&kaltem GTE-Puffer (50 mM Glucose, 25
mM Tris/HCI [pH 8,0], 10 mM EDTA) resuspendiert. Die Zellen wurdkmch Zugabe
von 200ul Lysis Puffer (200 mM NaOH, 1 % SDS) auf Eis fur 5 min RT inkuabund
dabei aufgeschlossen. Die Neutralisation erfolgte durch Zugabe von 150
Neutralisationspuffer (3 M Natriumacetat). Anschlieend wurden eig@nmer und die
chromosomale DNA abzentrifugiert. Die Plasmid-DNA wurde durchaBagvon 2
Volumen 96% Ethanol und Inkubation auf Eis flr 2 min geféllt und durch Zeratifuyg
(13.000 x g, 5 min, RT) pelletiert. Die DNA wurde in p0 RNase A (0,1 mg/ml,

Boehringer Mannheim)-haltigem TE-Puffer resuspendiert.
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2.4.1.2.2 Midipraparation

Die Praparation von Plasmid-DNA erfolgte mit dem QIAGEN Mitikach Angaben des
Herstellers. Dazu wurden die Zellen aus einer 50 ml Ubernachtkiuitah Zentrifugation
(5000 x g, 10 min, 4°C) pelletiert und durch die im Kit mitgeliefeReiffer resuspendiert

bzw. lysiert. Die Aufreinigung erfolgte mittels lonenaustauschséulen.

2.4.1.3 Isolation vorA-Phagen DNA

Fur die Isolation dek-Phagen DNA nach Inkubation der Phagen auf einer 24x24 cm Platte
(~500 cmi, Nunc) wurden die Phagen in 40 ml SM Puffer (100 mM NaCl, 10 mM
MgSOye 7H,0O, 50 mM Tris/HCI [pH 7,5], 10 %o (w/v) Gelatine; autoklaviert) eltiend

mit 5 ml Chloroform gemischt und fir 30 min bei Raumtemperatur (iRKQbiert.
Anschlieend wurden die Zellreste durch Zentrifugation (4000 x g, 15 mirRDgli
pelletiert und der Uberstand mit pDRNase (10 mg/ml) und 20 DNase | (10 mg/ml)

in einem schiuttelnden Wasserbad fur 1 h bei 37°C inkubiert. Im Anschlul3 werde
Suspension eine finale Konzentration von 1M NaCl hinzugefligt und der Amsate auf

Eis fur 1 h inkubiert. Nach Zentrifugation (4500 x g, 15 min, 4°C) wurde derdiand
mit 2 g PEG6000 (Roth) versetz und flr eine weitere Stunde auhlgibiert, bis der
Ansatz bei 10000 x g fur 15 min bei Raumtemperatur zentrifugiert widds Pellet
wurde in 1,5 ml TM Puffer (50 mM Tris/ 10 mM MgSQ@pH 7,8]) resuspendiert und mit
w/ 0,5 ml SEVAG extrahiert. Der Uberstand wurde in ein neues3gférfihrt und nach
Zugabe von 12ul 10% SDS, 10w 0,5 M EDTA und 2,5ul Proteinase K (20 mg/ml,
Invitrogen) bei 56°C fur 30 min inkubiert. Zum Schlul erfolgte eine Phenola&fbim-
Extraktion. Die DNA wurde final mit Lithiumchlorid und Ethanol geféalind in einem

RNase A haltigem Puffer (0,1 mg/ml, Invitrogen) resuspendiert.
24.1.4 Isolierung von Gesamt RNA aus Zellen

Die adharenten Zellen wurden, nachdem der Boden einer mittleren Hefliasche
konfluent bewachsen war, dreimal mit eiskaltem PBS (ohne CalciunMViagghesium)
gewaschen. Im Anschlu3 wurden die Zellen nach Zugabe von 10 ml eines saure
Guanidinthiocyanat-Phenol-Chloroform Gemisches (TRIzol-Reagenz, Iremtyogom

Flaschenboden abgekratzt. Die Zelllyse und RNA-Extraktion erfa@gsehlie3end nach
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Angaben des Herstellers. Die RNA wurde photometrisch auf ihneh&e tberpruft
(siehe 2.4.2), eine eventuelle Degradierung wurde durch Gelelektrophsisdse Z.4.4)
festgestellt. Die RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei —80 °C gelagert.

2.4.2 Photometrische Bestimmung von Nukleinsauren

Aufgrund unterschiedlicher Adsorptionsmaxima von Nukleinsauren (260 nm) und
Proteinen (280 nm) ist es madglich eine photometrische Bestimmun&enheit und
Konzentration von Nukleinsauren durchzufiihren. Der Quotient fir reine DNA lie
zwischen 1,6 und 1,8, fir RNA zwischen 1,8 und 2,0. Fur die Messungen am RNA / DN
Calculator (Pharmacia) wurde in der Regel Plasmid-DNA inth&énis 1:10 und
genomische DNA bzw. RNA im Verhaltnis 1:100 verdinnt.

2.4.3 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Zur Amplifizierung spezifischer DNA-Sequenzen wurden in der Polgeger
Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) die rekombinantadstabile DNA-
abhangige DNA PolymeraseAmpliTaqg (PE Applied Biosystems) oder Rhusion
Polymerase (Finnzymes) verwendet. Ein Standardansatzulj5bestand aus 1x PCR
Puffer (10 mM Tris/HCI [pH 8,5], 50 mM KCI, 1,5 mM Mg£10,01 % Gelatine), jeweils
10 uM forward und 10uM reverse Primer, 20 mM dNTP's und 1 Unit Polymerase.
Entsprechend der PCR wurden 100 ng genomische DNA oder 20 ng PlasmiédlBNA
Template verwendet. Den PCR-Programmen ging eine initiale révaing bei 94°C fir

3 min voraus. Der erste Zyklus einer Dreier-Zyklus-Schleife wurdier Regel fir 30 sec
bei 94°C durchgefiihrt. Der Annealing-Schritt fir die Bindung der Privegnierte
zwischen 54-65°C und dauerte 40 sec. Die Dauer der Elongation bei 72°®@hé&agig
von der GroRRe des Amplifikats. Diese Zyklusschleife wurde 25-35 nealesholt bis das
PCR-Programm mit einer finalen Elongation fir 10 min bei 72°C abscbie3PCR-
Reaktionen wurden in dem Thermocycler Progene (Techne) oder demenhgi@adiler

(Biometra) durchgefthrt.



Material und Methoden

29

2431

Verwendete Primer

In der Tabelle 2.1 sind samtliche Primer, die in verschiedenen RGR:Zen verwendet

wurden, zusammengefasst. Die Datenbanknummern der PERV Sequenzen, ardrand der

die Primer konstruiert wurden, sind unter 2.4.18 aufgefuhrt.

Bezeichnung Primer Sequenz® 3) nt-Posgition
PERV-C for CTGACCTGGATTAGAACTGGAAG 6130-6152
PERV-C rev TATGTTAGAGGATGGTCCTGGTC 6389-6411°
Rec B-C for ACACCGECGGCCGCCCCCTTAAGCTTCGCC 6254-6269
6161-6176"
Rec B-C rev AGTCTAMCTAGT CTAGCTGCTGTGGTC 7650-7665"
7503-7518"
ENV_C for ATATTIGTCGACATGCATCCCACGTTAAGCC 1-19°
ENV_C rev TTATATGCGGCCGCCTTTCATTCCCCACTTCTTG 1953-197F
ENV_C_SU rev ATACTAGCGGCCGCTTTCTTTTGTCGATGATTTCTG | 1302-132F
Rec B(33) for GATACGGGTGTCACTGTAAATAG 6385-6407
Rec B(33) rev CATGGCCGCATGTAGCTCAC 7679-7698
Rec C(1312) for CGGCACAGGTATTAATATCAA 6291-6319
Rec C(1312) rev CTGTTACAATTCGATGTAGGTTAC 7532-7558
M13 for GTTTTCCCAGTCACGAC Bacmid-DNA
M13rev CAGGAAACAGCTATGAC Bacmid-DNA

Tabelle 2.1: Verwendete Primer zur Amplifizierung \erschiedener Sequenzen porziner endogener

Retroviren. Schnittstellen, die rekombinant in die Primer Ssqueingefiigt wurden, sind fett dargestellt,

Puffersequenzen vor bzw. hinter der Schnittstedle Rrimers sind kursiv dargestellt. nt, Nukleotaksiion.

ja}]

nt-Positon bezieht sich auf die Datenbank Nummer AF038600
nt-Position bezieht sich auf die Datenbank Nummer AJ133816

nt-Position bezieht sich auf das Plasmid pCINe03.1.2ST-env ¢

(mit freundlicher Unterstitzung von C. Wilson)

nt-Position bezieht sich auf die Datenbank Nummer AM229312
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2.4.4 Agarosegelelektrophorese

Nukleinsduren wurden mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrenmdieFuftrennung
von DNA-Fragmenten wurde die Agarose (Invitrogen) in 1x TAE Puff®@ mM

Tris/Acetat [pH 8,0], 1 M EDTA) aufgekocht und mit Qu§/ml Ethidiumbromid (Roth)
versetzt.

Fur die gelelektrophoretische Auftrennung von RNA wurde die Agaros&d REBuffer
(10 mM PIPES, 30 mM Bis-Tris, 10 mM EDTA, pH 6,5) aufgekocht. Die RRiAben
wurden vor der Elektrophorese glyoxiliert. u§ Total-RNA wurden mit 1Qul Glyoxal-

Mix (60 % DMSO, 20 % 6 M Glyoxal (Serva), 12 % 10x BTPE-Puffer, @0%iges
Glycerin und 2 % Ethidiumbromid (10 mg/ml) fir 45 min bei 55°C denatuidath

Zugabe von 3ul Bromphenolblau-Puffer erfolgte die Elektrophorese in BTPE-Puffer,
kontinuierlicher Umwalzung des Laufpuffers. Als GrofRenstandard wurd8.24+9.5 kb
RNA Marker (Invitrogen) verwendet. Eine Qualitatskontrolle der RNé&rde vor der
Durchfiihrung des Northern Blots unter UV-Bestrahlung durchgefiihrt. Zurduieteung

der RNA Qualitat diente ein Vergleich der Proportionalitat von 18s und 28s Bande.
2.45 DNA Aufreinigung aus Agarosegelen
DNA-Fragmente wurden mittels des GENECLEAN Turbo Kits (Q@d€e) aus der

Agarose isoliert. Bei diesem Kit wurde die DNA nach ZersetzdexgAgarose an eine

Matrix gebunden, gewaschen und anschliel3end mit TE-Puffer von der Matrix eluiert.

2.4.6 Anlegen eineA-Phagenbank aus der Zelllinie MAX-T

Genomische DNA der Zelllinie MAX-T wurde zur Herstellung eidragenbank partial

be

mit dem Restriktionsenzyr8aBAl restringiert. Die Restriktion wurde so eingestellt, dass

DNA-Fragmente mit einer Grél3e zwischen 9 und 23 kb entstanden. Di&se éhtspricht
der naturlichen Insertkapazitat im Lambda-Bakteriophagen des Lanigéh&l Partial
Fill-ln Vector-Systems (Stratagene). Zunachst wurde die imgstrte DNA mit den
Desoxynukleotidtriphosphaten dGTP und dATP aufgefillt, um eine Ligationdemt
Vektor zu ermdglichen (siehe 2.4.8). Im Anschluf® wurdenu@,8ler aufgefullten DNA-
Fragmente in Gegenwart von 1 mM rATP und 1 Unit T4 Ligase (4,53@mheiten) mit
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1 pg Lambda-Vektor (Stratagene) bei 4°C Uber Nacht ligiert. Dgatlansansatz wurde
aliquotiert und zu Verpackungsextrakten (Gigapack Il Gold, Strataggggben. Die
Verpackungsreaktion wurde fir 2 h bei Raumtemperatur durchgefthrt und durahbeZug
von 500ul SM-Puffer (siehe 2.4.1.3) und 20 Chloroform abgestoppt. Die Zelltrimmer
wurden durch anschlieRende Zentrifugation pelletiert und der Uberstand bei 4°C gelagert
Fir die Titration des Uberstands wurden Bakterien des Starrmel XL1-Blue MRA

(P2) in 50 ml LB (supplementiert mit 0,2 % Maltose und 10 mM Mg3dltiviert. Die
Bakterien wurden geerntet und mit 10 mM MgS&uf eine Olgy von 0,6 eingestellt.
Anschlieend wurden 200ul der Bakteriensuspension mit Ll verschiedener
Verdiinnungen (19 10%, 10%) des Verpackungstiberstandes fiir 15 min bei 37°C inkubiert.
Die Bakterien mit den adharenten Phagen wurden mit 3 ml 48°C waN@Beé+Top-
Agarose vermischt und auf eine NZY-,Bottom“-Agarplatte (5 g N&3 MgSQe 7H,0,

5 g Hefeextrakt), 10 g NZ Amine, ad 1 | deionisierte®,HpH 7,5], autoklaviert)
ausplattiert. Nach Inkubation der Platten bei 37°C Uber Nacht wurde ierdlrch
Auszahlen der Plaques im Bakterienrasen bestimmt. Zur Ampldikader Bibliothek
wurde der restliche Verpackungsansatz analog zur Titration auf 24x®Zy -, Bottom*-
Agarplatten (Nunc) mit NZY-Top-Agarose ausplattiert. Die Elntder Phagen auf den
konfluent lysierten Platten erfolgte durch Uberschichtung des Agar§M-Puffer und
anschlieBender Inkubation bei 4°C lUber Nacht. Das Phageneluat wurde gepaoit Lind

pl / ml Chloroform fir eine dauerhafte Lagerung bei 4°C versetzt.

2.4.7 Durchmusterung der Phagenbibliothek

Zur Durchmusterung der Phagenbibliothek wurden sechs 24x24 cm NZY-Agarplat
deren Bakterienrasen nahezu durchlysiert war, mit Nylonmembranen kbed#e
Membranen wurden von der Platte abgezogen und mit der anhaftenden Phagén-DN
min in Denaturierungslosung (0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl), 5 min in Nesteslingslésung

1 (0,5 M Tris-HCI [pH 7,5], 1,5 M NaCl) und zum Schiluf? maximal 30 Sekunden in
Neutralisierungslosung 2 (2xSSC, 0,5 M Tris-HCI [pH 7,5]) geschwenutciD UV-
Bestrahlung in dem UV-Auto Crosslinker (Stratagene) wurde die RNfAder Membran
fixiert. Bis zur Auswertung der Autoradiogramme wurden die Riattei 4°C gelagert.
Positive Phagenplagues wurden mit der groRen Offnung einer Pastearaimettem Agar
ausgestochen und zur Elution der Phagen in SM-Puffer tberfuhrt. Die Dustemong

erfolgte in vier Runden bis zur Homogenitat der Klone.
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2.4.8 Auffillreaktion von Uberhangenden Restriktionsschnittsellen

Fur die Klonierung der Phagenbibliothek war es erforderlich nicht kobigati
Restriktionsschnittstellen partial aufzuftllen. Hierzu wurden 50 prgadézufillenden
restringierten genomischen DNA mit 2 Units Klenow-Fragment @ulae Untereinheit
der DNA-Polymerase I, NEB), 0,2 mM dNTPs bei 37°C fur 30 min inkubient.
Anschluf3  erfolgte eine  Phenol/Chloroform-Aufreinigung mit  anschlielender

Ethanolfallung. Danach wurde die DNA fiir weitere Ligationsschritte verwendet.

2.4.9 Dephosphorylierung von DNA

Um eine mdgliche Religation linearisierter Vektoren zu verhindesriplgte die
Dephosphorylierung der Vektor-DNA. Restringierte Vektor-DNA wurde Z0rmin bei
37°C mit 0,5 Units einer alkalischen Phosphatase des Kalbs (Phgromatianschlie3end
fur weitere 20 min bei 65°C mit 1 Unit bakterieller alkalischeo$phatase (Invitrogen)
inkubiert. Im Anschluf3 wurde die DNA fir die Ligation mit Ethanol prazipitiert.

2.4.10 Ligation

Die Verknupfung von Vektor-DNA und Insert-DNA erfolgte durch Verwendung vén T
DNA-Ligase (Invitrogen). Hierzu wurde 10-50 ng Vektor-DNA miul$ x Ligase-Puffer,
1 pl T4-DNA-Ligase (1 Unit) und der aquimolaren Menge Insert-DNA &imem

Gesamtvolumen von 2@ bei 16° tber Nacht oder bei 4°C fur 3 Tage inkubiert.

24.11 T/A-Klonierung von PCR-Amplifikaten

Durch die Verwendung der Tag-DNA-Polymerase (siehe 2.4.3) wurde dgrhfikat ein
Template-unabhangiger Desoxyadenosin-Uberhang am 3'-Ende hinzugefiipt di2sen
Uberhang war es moglich die Amplifikate direkt mit Vektoren gietien, die tiber einen
Desoxythymidin-Uberhang verfiigten. Auf diese Weise wurden PCR-Ak#itf wie
unter 2.4.10 beschrieben in den Vektor pGEM-T Easy (Promega) ligiert.
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2.4.12 Transformation von Bakterien

Der Ligationsansatz (siehe 2.4.10) wurde komplett mitpgbCaufgetauten chemisch
kompetenten Bakterien vermischt und fur 30 min auf Eis inkubiert. Nachmeine
Hitzeschock fur 45 sec bei 42°C wurden die Zellen fur 2 min auf Eis iekubi
Anschiel3end wurde dem Transformationsansatz 1 ml SOC-Medium (2@dr9,5 %
Hefeextrakt, 0,05 % NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCR0O mM Glucose [pH 7,0])
hinzugefigt und die Zellen wurden fir eine Stunde bei 37°C unter leichtlitt&n
inkubiert, auf Selektivhdhrbéden mit Kanamycin- oder Ampicillin-Antibiotekesplattiert
und bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

2.4.13 Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA erfolgte durch die Firmen Seqlab (Gottirmglem)AGOWA
(Berlin). Hierzu wurden die Proben nach Angaben der Firmen vorbenatierugesandt.

Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mit Hilfe des Programms VectotrNitiqgen).

2.4.14 Radioaktive Markierung von Nukleinsduren duch Random

Prime Labelling

Das radioaktive Random Prime Labelling wurde mittels des MagapbNA Labelling
System (Amersham Pharmacia Biotech) durchgefiihrt. 25 ng DNA wundeb pl eines
randomisierten Hexanukleotidgemisches fir 5 min bei 100°C denaturiert und be
Raumtemperatur abgekihlt. Anschliel3end wurdepl¥nes 5x Puffer und fl [a-32P]
dCTP (3.000 Ci/mmol, Amersham Pharmacia Biotech) und 2 Units des Eriggmow-
Fragment dem Ansatz hinzugefligt und fir 10 min bei 37°C inkubiert. DidiBeavurde
durch Zugabe von 5@ EDTA gestoppt. Im Anschlul3 erfolgte die Aufreinigung der
markierten Sonde Uber Sephadex G50 Saulen (Amersham Pharmacidh)Biotttels
Fraktionierung. Die Messung der spezifischen Aktivitat der einzdfnaktionen (jeweils

2 pl fur jede Fraktion) wurde Uber einen Szintillationszéhler per rikereMessung

(Einheit: counts per minute [cpm]) bestimmt.
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2.4.15 Transfer von Nukleinsauren

Durch Southern Blot (Southern, 1975) bzw. Northern Blot erfolgte der Tramefe
Nukleinsduren aus einem Agarosegel auf eine Nylonmembran durchakKalpill Nach
Fertigstellung der Elektrophorese erfolgte die Denaturierung ade @Gir 30 min in
Denaturierungslésung (0,5 M NaOH, 1,5 M NacCl). Fir Southern Blot (Ugartgavon
DNA) Anwendungen wurde die DNA fir 10 min in 0,25 N HCI depuriniert, beittéon
Blot (Ubertragung von RNA) Anwendungen wurde keine Depurinierung durchgefiihrt.
Anschlie3end erfolgte eine zweimalige Neutralisation in 1,5 MIN&G M Tris/HCI [pH
7,5]. Der Transfer auf die Porablot NY Amp Nylon Membran (Maché&lagel) wurde in
20x SSC (3 M NacCl, 0,3 M Natriumcitrat [pH 7,0] tber Nacht durchgefibet Blot-
Aufbau erfolgte nach Sambrook et al. (1989). Nach Transfer wurden durch UV-
Bestrahlung (UV Stratalinker, Stratagene) die Nukleinsauren kovatertie Membran
gebunden. Beim Northern Blot wurde die Membran im Anschluld an die U¥grking

zusatzlich fur 2 h bei 80°C gebacken, um das Glyoxal zu entfernen.

2.4.16 Hybridisierung mit DNA Fragment-Sonden

Blot-Membranen wurden initial zur Unterdrickung unspezifischer Bindungereifig
Stunde bei 65°C in Hybridisierungslésung (5x Denhardt, 6x SSC, 0,5 % S[J, /501
Hefe tRNA (Invitrogen)) im Rollerofen prahybridisiert. Die Sondenrden fir die
Hybridisierung fir 5 min in einem kochenden Wasserbad denaturiert und damachauf
Eis abgekihlt. Fur die Hybridisierung wurden 1-1,5 ¥ tpm / ml Sonde auf die
prahybridisierte Membran gegeben und diese bei 65° Uber Nacht inkubiechlidBsnd
erfolgte das Waschen der Membran zweimal mit Waschpuffer &R, 0,1 % SDS) fur
30 min bei 65°C und einmal mit Waschpuffer Il (0,2x SSC, 0,1 % SDS) fimiBMDei
65°C bevor die Membran in Folie eingeschweil3t wurde und die Hybridisisigngte
durch Autoradiographie bei -80°C unter Verwendung von Verstérkerfolie detekti

wurden.
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2.4.17 PERV Fragment-Sonde

Zur Hybridisierung von Membranen in Southern Blot und Northern Blot Analysede
mittels PCR durch Verwendung der Primer PERV-C for und PER®v(giehe Tab 2.1)
eine Sonde generiererf+C-Sonde, 281 bp), die in den Vektor pGEM-T Easy kloniert

wurde.

2.4.18 Datenbank Nummern

AF038600 PERV-MSL cDNA (Akiyoshi et al., 1998)

AJ133816 293-PERV-B(33)ATG Molekularklon (Czauderna et al., 2000)
AM229312 PERV-C(1312) Molekularklon (Preuf3 et al., 2006)
AM229311 PERV-C(1211) Molekularklon (Preuf3 et al., 2006)
AM229313 PERV-C(6121) Molekularklon (Preulf3 et al., 2006)

2.5 Proteinbiochemische Methoden

25.1 Herstellung von Zelllysaten

MittelgroBe konfluent bewachsene Flaschen (86) amurden nach dreimaligen Waschen
mit kaltem PBS (ohne Mg/Ca) in 10 ml kaltem PBS mit eineitts@®aber abgeldst und
im Anschluf3 fir 10 min bei 4°C bei 500 x g zentrifugiert. Das Pelade in 1 ml
Lysispuffer (20 mM Tris [pH 7,4], 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP40)Jcker mit
Protease-Inhibitoren versetzt war (100 mM PMSF, 1 mg/ml Aprotining/ml Leupeptin,

1 mg/ml Pepstatin A), resuspendiert und fur 1 h auf Eis lysiertchhie®end wurden die
Proben bei 14.000 x g fiir 7 min bei 4°C zentrifugiert und der Uberstandibigeiteren
Verwendung bei -20°C gelagert.

2.5.2 Proteingelelektrophorese
Zur Auftrennung von Proteinlésungen wurde die SDS-Polyacrylamid-Gelgpekirese

(SDS-PAGE) angewandt (Laemmli, 1970). Es wurden dafur diskontinuierlizéle

verwendet, die sich aus einem niederprozentigem Sammelgel undhehenprozentigem
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Trenngel zusammensetzten. Die Zusammensetzung der Samm&¥¢lbestand aus 30
% Acrylamid (Roth), 0,8 % Bisacrylamid, (Roth) und 25 % (v/v) L6ésung0G M
Tris/HCI [pH 6,8], 0,4 % SDS). Die Trenngele (10%) setzten sich aus 25 %_68ujg B
(2,5 M Tris/HCI [pH 8,8], 0,4 % SDS) zusammen. Durch Zugabe von 0,1 % GPSq)
und 0,05 % TEMED (Serva) wurde die Polymerisation durchgefihrt.

Die Proben wurden in 1x Probenpuffer (4x Probenpuffer: 0,25 M Tris/HCIB[BH 4 %
SDS, 10 % MercaptoEthanol, 20 % Glycerin, 20 mg/l Bromphenolblau) aufgenoonde
fur 5 min bei 95°C denaturiert und anschlieRend bis zum Beladen des WdiSsa
gelagert. Die Elektrophorese erfolgte in 1x Elektrophorese-LaufpiffeElektrophorese-
Laufpuffer: 0,1 M Tris/HCI [pH 8,3], 0,77 M Glycin, 0,4 % SDS).

Zur Farbung der Proteine wurde das Gel fur 2 min in PBS (ohne Myy@e) Mikrowelle
fur 30 sec. erhitzt. Nach kurzem Abkuhlen wurde das PBS durch 10 ml
SimplyBlueSafestain (Invitrogen) ersetzt und erneut in der Miklewedrhitzt.
Anschliel3end wurde das Gel nach Ersetzen der SimplyBlueSafeétaing durch KD
fur 5 min bei Raumtemperatur gewaschen. Diese Prozedur wurde ldneederholt und
zum Schlufd die Proteinmenge anhand der Farbeintensitat bestimmit.

2.5.3 Western Blotting

Fur den Transfer von in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteinen @&el2¢ auf eine
Membran wurde das Western Blot-Verfahren angewandt. Das Gel \vaufdeine mit
Methanol prainkubierte PVDF-Membran (Immobilon-P; Millipore) Gberfitwe|che auf
Filterpapier (Whatmann-3mm) auflag. Das Gel wurde anschlieBendaibemit einem
Filterpapier bedeckt. Das Gel und die Filterpapiere wurden vor demrBBlotting Puffer
(25 mM Tris/HCI [pH 8,3], 192 mM Glycin, 20 % Methanol) inkubiert. Dearisfer
wurde fur 55 min bei 0,18 Ampere in der Blotting Apparatur BIO-RADNn$#BIot®SD
Semi-Dry Transfer Cell durchgefuhrt.

Nach Blotten wurde die Membran fir 1 h bei Raumtemperatur in BlodRufter (1x
TBST (1x TBS, 0,1 % Tween 20), 20 % Pferdeserum) inkubiert, um unspRkeifis
Bindungsstellen abzusattigen. Anschlie@Rend wurde die Membran mit den
Primérantikérpern (in 1x TBST, 5 % Pferdeserum) bei 4°C Uber Nag&hbiert. Nach
anschlieendem dreimaligen Waschen mit 1x TBST erfolgte die In&nbatit dem
Zweitantikorper (in 1x TBST, 5 % Pferdeserum) fir 1,5 h bei Raumterye Als
Zweitantikorper wurde Meerrettich-Peroxidase (horseradish perexit®P) gekoppeltes
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G-Protein (BIORAD) oder ein monoklonaler Anti HisTag Antikérperg(Ba) verwendet.

Die verwendete Verdinnung der Antikorper fur die Inkubation der Membranen wurde
entsprechend angepasst. Abschlieend wurde die Membran erneut dresmasclgen,
entsprechend den Waschschritten nach Inkubation mit dem Primarantikérpedjeund
Proteine mittels des Enhanced chemiluminescence (ECL)-Syg#smesrsham) (siehe

2.5.4) nachgewiesen.

2.5.4 Enhanced chemiluminescence (ECL)-Verfahren

Fir die ECL-Reaktion wurde der ECL-Detection Kit (Amersham fhaia Biotech) nach
den Angaben des Herstellers verwendet. Der Kit beruht auf desefmemng von
Chemilumineszenz, deren Detektion mit Hyperfiim ECL (AmershdwarriRacia Biotech)
erfolgte. Die bendtigte Energie in Form von Chemilumineszenz &htskerch die
Spaltung des Substrats (ECL Solution 1 und 2 im Verhaltnis 1:1) durchndiden
Sekundarantikérper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase.

255 Induktion der Proteinexpression

Zur Induktion der Proteinexpression wurde eine Bakterienkolonie, die mit dem
Expressionsvektor transformiert wurde, in 50 ml LB-Medium mit denspeethenden
Selektionsantibiotikum angeimpft. Die Bakterien wurden schuttelnd bei Big°@u einer
optischen Dichte von 0,6 (gemessen bei 205 nm) kultiviert. AnschlieRendterfoigch
Zugabe von 0,1 M IPTG Endkonzentration (Roth) die Induktion der Proteinexprd3son.
Zellen wurden unter leichtem Schitteln bei 30°C inkubiert. Im Zeitiatevon jeweils

einer halben Stunde wurden insgesamt sechs Proben enthommen. Drei Stuwiden na
Induktion wurden die Bakterien der restlichen Zellsuspension bei 13.000 x 4°®ei
pelletiert. Die Zellen der Proben wurden durch Ultraschall aufdessen und im
AnschluR zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis zur weiteren \fetweg bei —20°C

gelagert.

2.5.6 Aufreinigung rekombinanter Proteine

Rekombinante Fusionsproteine mit His-Tag aus Zelllysaten von Insek&nZinfiziert

mit rekombinanten Baculoviren) oder aus induzierten BL21Be®li Zellen wurden
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mittels des HisTrap HP Kit (Amersham) nach Angaben des ¢llerst aufgereinigt. Die
Aufreinigung erfolgte nach dem Prinzip der Affinitdtschromatograpbée der der His-

Tag des Fusionsproteins an die®Nhgarose der Saulen des Kits bindet. Durch
Verwendung einer  Konzentrationsreihe  mit  verschiedenen  (ansteigenden)
Imidazolkonzentrationen wurde das Fusionsprotein ab einer bestimmten Kotzenoa

der Saule eluiert und fur spatere Anwendungen tber SDS-PAGE analysiert.

2.5.7 Enzymgekoppelter Immuntest (ELISA)

ELISAs wurden zur Qualitatskontrolle von Peptidantiseren verwendeED®A-Platten
(MAXISORP NUNC) wurden mit 10Qug verschiedener Peptide (in PBS ohne Mg/Ca)
beschichtet und Gber Nacht bei 4°C inkubiert. Anschlie3end wurden die Piat@nd %
BSA (in PBS ohne Mg/Ca) fur 2 h bei 37°C inkubiert, um die unspezifischen
Bindungsstellen zu besetzen. Das Waschen erfolgte dreimal mit OJ9gegn 20 (in PBS
ohne Mg/Ca). Der Primarantikbrper bzw. das Antiserum wurde in vecdsmmen
Verdiinnungen (in PBS ohne Mg/Ca, 0,5 % BSA) fur eine Stunde bei 37 °C deiatier
inkubiert und anschlief3end erfolgte ein erneutes dreimaliges Wasih@0hn% Tween

20 (in PBS ohne Mg/Ca). Der Inkubation mit dem Zweitantikbrper (Néerh-
Peroxidase gekoppelt) mit einer Verdinnung von 1:5000 (in PBS ohne MG/Ca, 0,5 %
BSA) folgte ein dreimaliges Waschen mit 0,05 % Tween 20 (in 6tB® Mg/Ca). Fur die
Farbereaktion wurde eine Farbeldsung (9@2Na-Acetat [pH 5,5], 4,008g TMB, 8 ul

H,0O, ad 40 HO) hergestellt, von der in jede Vertiefung der ELISA-Platte 1l0§egeben
wurden. Die Farbreaktion wurde durch Zugabe vonpRd M H,SO, gestoppt. Die
Auswertung wurde erfolgte in einem Easy Reader (EAR 400 AT,Labinstruments) bei
450 nm.

2.5.8 Herstellung eines synthetischen Peptids

Zur Herstellung eines polyklonalen Antiserums durch Immunisierung vonn&laem
wurde ein synthetisches Peptide kommerziell durch die Firma Eueag€Belgien)
hergestellt. Das Peptid war durch HPLC aufgereinigt und zur Inmewang an KLH

(keyhole limpets hemocyanin) als Tragermolekil gekoppelt worden (Eurogentec).
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2.5.9 Immunisierung von Kaninchen mit einem synth&schen
Peptid

Zur Produktion von polyklonalen Antiseren wurden Kaninchen verwendet. Die Hargte
der Antiseren gegen das Oberflachenmolekil gp70 des porzinen endogeriruRetr
(PERV) der Klasse C erfolgte durch die Firma Eurogente@i@&®l. Die Immunisierung
wurde mit 200pug an KLH gekoppeltem Peptid durchgefihrt. Insgesamt wurden drei
Immunisierungen (boost) der Kaninchen durchgefiihrt. Der erste bzwezvegist wurden
jeweils nach 14 Tagen, der finale boost nach 28 Tagen durchgefuhrin&les Blutung

der Tiere erfolgte drei Monate nach dem ersten boost. Die Lagdaingntiseren wurde

bei -80°C durchgefihrt. Fir immunologische Arbeiten wurde ein GemisdBlyaérin im

Verhaltnis 1:1 angefertigt und bei -20°C gelagert.

2.5.10 Indirekte Immunfluoreszenzen

2 x 10 Zellen aus serieller Passagierung wurden aus einer Kultélasuf Objekttrager
Ubertragen und kultiviert. Nach annéhernder Konfluenz der Zellen auf deskt@igjer
wurden die Zellen ftr 30 min mit 2 % (w/v) Formaldehyd (in PBS ohn&Clelgfixiert und

im Anschlu3 dreimal mit PBS (ohne Mg/Ca) gewaschen. Danach terfa@me
Permeabilisierung der Zellen durch Inkubation fir 10 min mit 0,5 % TKtd90 in PBS
(ohne Mg/Ca). AnschlielRend wurden unspezifische Bindungsstellen mit324iB PBS
ohne Mg/Ca) blockiert. Die Verdunnungen der Antikorper (entsprechend der
Antikorperkonzentration in der Stammlésung angepasst) wurden in PBS ©Gwlbec
angesetzt. Die Inkubation erfolgte 1 h bei Raumtemperatur. Nackvdsgihschritten mit
PBS Dulbecco erfolgte die Inkubation mit dem Sekundarantikdrper in ¥ereiinnung

von 1:500 (Anti Kaninchen, gekoppelt mit Indokarbocyanin, Cy3, Dianova) fur 30 min bei
Raumtemperatur im Dunkeln. AbschlieBend wurden die Zellen (nach digamali
Waschen mit PBS Dulbecco) mit Mowiol-Lésung (Hoechst) eingedeckt aufidden
Objekttragern fixiert. Die Auswertung der Immunfluoreszenzen gidolan einem

Fluoreszenzmikroskop (Axiophot, Zeiss).
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3 Ergebnisse

3.1 Klonierung und Charakterisierung eines
replikations- kompetenten ecotropen porzinen

endogenen Retrovirus (PERV)

Ein Ziel der Arbeit bestand in der Isolierung und Klonierung eines téotisggen und
intakten Provirus der Klasse C aus der Familie der porzinen enddgetreniren (PERV-
C). Bislang ist erst eine anndhernd komplette PERV-C spezifiSdwpienz isoliert
worden, die als PERV-MSL bezeichnet wird (Akiyoshi et al.,, 1998). HiAbkere
funktionale Charakterisierung erfolgte bei dieser isolierten mRNA Sequériz nic

3.1.1 Klonierung einer PERV-C spezifischen Sonde

Fur die Isolierung des PERV-C Provirus wurde wie unter 2.4.6 beschrieinen
genomische Phagenbibliothek der MAX-T Zelllinie angelegt, die emér spezifischen
Sonde durchmustert wurde. Aufgrund der hohen Homologien in der DNA-Sequenz
zwischen den verschiedenen PERV Klassen im Bereicgatp$zw. pol-Gens wurde die
Sonde in den Sequenzbereich des Oberflachenanteils im Hullpretsi®én) gelegt, da
sich in diesem Bereich die Sequenzen der verschiedenen PERV rKlassek
unterscheiden. Die Position der Sonde ist in Abb. 3.1 schematisch d#rgesteSonde
wurde mit sequenzspezifischen Primern mittels PCR auf genomiBdh® von MAX-T
Zellen generiert und in den T/A-Vektor pGEMTEasy kloniert und sequénZiee
Sequenz war zu 100 % homolog zu der bereits publizierten mMRNA SequenERdA P
MSL (Akiyoshi et al., 1998) und besitzt eine Grof3e von 281 Basenpaaren.iienewe
Verlauf der Arbeit wird sie alenv+C-Sonde bezeichnet.

Abb. 3.1: Schematische Darstellung der Position deanv-C-Sonde gag, Strukturgen, das fir das Capsid,

Nukleokapsid und das Matrixprotein kodieppl, Gen, welches fiir die Polymerase, die Integraskdie
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RNaseH kodiert; eny Hullprotein-Gen, welches fur das Oberflachenpmote(SU) und die

Transmembrandomane (TM) kodiert.

3.1.2 Southern Blot zur Haufigkeitsanalyse von PERNC

Sequenzen in genomischer DNA verschiedener Zellen

Fur die Isolierung eines replikationskompetenten PERV-C Provirus aner e
Phagenbibliothek wurde initial eine Southern Blot Analyse durchgefiuhrfierxistenz
und Haufigkeit von PERV-C spezifischen Sequenzen in verschiedenemigellizu
Uberprifen. Von besonderem Interesse war die MAX-T Zelllinie. Es haside hierbei
um Nierenzellen eines Miniaturschweins, das den Haplotypen d/d deseiSehw
Leukozyten-Antigens (swine leukocyte antigen, SLA) besitzt (Patlgl.,, 1995). Aus
diesem Grund waren somit die Organe dieses Schweins fir die Xesmantation
aufgrund der immunologischen Pradisposition gut geeignet, da sie eindAhpalel an
Nachkommen haben und ihre physiologischen und immunologischen Eigenschaften dem
Menschen sehr ahnlich sind. Durch den Einsatz dieser Minischweirteaphitypen SLA
ist es maglich die Effekte von Transplantationen quer durch die seleRdHC-Barrieren

zu analysieren (Sachs 1994). Fur die Analyse wurdemud@enomische DNA von
verschiedenen Zelllinien mit dem Restriktionsenzykflll restringiert und fir eine
Southern Blot Analyse verwendet (Abb. 3.2). Als Negativkontrolle wurde DA
humanen 293FT Zellen verwendet. Zur Kontrolle, ob die Sonde auch an PERV-B
spezifischen DNA-Sequenzen bindet, wurde fur die Analyse DNA von 298nZelile mit
dem Molekularklon PERV-B(33)ATG infiziert sind, verwendet. DNA von peniphe
mononuklearen Blutzellen (PBMC) des Yucatan Schweins und des Deutsahéradse
Schweins wurden verwendet, um festzustellen, ob eine unterschiedlicifigkidé von
PERV-C Sequenzen in den verschiedenen Schweine DNA's besteht. Die @eridedie
Southern Blot Analyse eingesetzt wurde, bindet spezifisch an PER&gGenzen, sowohl
bei der Negativkontrolle als auch bei der Spezifitdtskontrolle ist kgimabzu sehen (Abb.
3.2). Der Vergleich in der Southern Blot Analyse zeigt deutlich goé/morphe
Distribution von PERV-C Sequenzen in den Genomen der verschiedenen Sclaueine,

denen die DNA isoliert wurde.
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1 2 3 4 5
23,1kb —— |
9,4kb —
—
6,6 kb ——
4,4 kb——
. — Abb. 3.2: Southern Blot Analyse auf genomischer
DNA mit der env-C-Sonde.1, 293FT;
— 2, 293B(33)ATG; 3, MAX-T; 4, Yucatan Schwein;
g,g Eg— 5, Deutsches Landrasse Schwein
0,5 kb——

Anhand der Southern Blot Analyse zeigt sich, dal3 die Haufigkeit von REB¥quenzen
im Genom der MAX-T Zellen am Grofdten ist und somit diese Aadllam besten zur

Generierung einer Phagenbibliothek geeignet ist, um provirale PERV-C zueisolier

3.1.3 RT-Nachweis von PERV auf zellfreiem Uberstah

Als zusatzliche Kontrolle erfolgte der Nachweis von RT in egiin Kulturiberstand von
MAX-T Zellen durch einen RT-Test (siehe 2.3.7). Als Negativkontrellede Uberstand
von naiven humanen 293FT Zellen verwendet, dieser zeigt keine messhsitEtAKbb.
3.3). Die Positivkontrolle von 293 PERV-PK (Uberstand von 293 Zellen, die PERW
PERV-B Partikel freisetzen (Patience et al., 1997, Czauderala, €000), zeigt deutlich
eine Aktivitat von reverser Transkriptase, ebenso ist in dem Ubdrgtan MAX-T Zellen
eine vergleichbar hohe RT-Aktivitat detektierbar (Abb. 3.3).
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mU /ml

293 FT 293 PERY PR MAXN-T

Abb. 3.3: Bestimmung der RT-Aktivitat auf zellfreiem Zellkulturiberstand. Balkendiagramm zur
Darstellung der gemessenen Aktivitdt von reversean3kriptase in zellfreiem Zellkulturiberstand

verschiedener Zelllinien. mU / ml, milli Units pMilliliter

3.14 Durchmusterung einer MAX-TA-Phagenbibliothek

Zur Klonierung eines proviralen replikationskompetenten PERV-C wurdegemamische
A-Phagenbibliothek der Zelllinie MAX-T generiert. Im Vorfeld wumdie DNA partial mit

dem Restriktionsenzym SawBAl restringiert, so dass die Mehrheit der
Restriktionsfragmente zwischen 9 und 23 kb lag. Nach Auffullreaktiomedéringierten

DNA und Ligation mit dem Vektor erfolgte die Titrierung der vekian DNA in
Phagenpartikel. Der Primartiter, der durch Zahlen der PlaquesRariécksichtigung der
eingesetzten Verdiinnungsstufen der Phagehhis010%) ermittelt wurde, lag bei ca. 1,9

x 10 unabh&ngigen Klonen. Bei einer durchschnittlichen InsertgréRe von 15 kb sirid somi
2,85 x 10° Basenpaare verpackt worden. Das Genom des Schweins wird auf ca. 3x10
Basen geschétzt, das bedeutet, dass die Bibliothek das Genom von NZ&HKen
ungeféahr 9,5 mal représentiert. Nach Durchmusterung der BibliothedenghvC-Sonde
konnten vier Klone bis zur Homogenitat aufgereinigt werden. Die tsolieder Phagen-
DNA erfolgte wie unter 2.4.1.3 beschrieben. Nach Restriktionsanalyseklene 1211,
1312, 4112 und 6121 mit verschiedenen Restriktionsenzymen konnte festgestkdh,wer
dass es sich um vier unterschiedliche provirale Integrationsorte lhabiee DNA-
Fragmente wurden mit dem Restriktionsenzitotl in den Vektor pBluescript(SK+)
(Clontech) kloniert. Durch Southern Blot Analyse mit eigag und derenvC-Sonde
wurde festgestellt, ob bei den subklonierten proviralen Sequenzen alwireden
Strukturgene vorhanden sind, welches anhand des Signals und der dazu

korrespondierenden Grof3e des Markers auf dem Film analysiert wurdeieFKitone
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1211, 1312 und 6121 konnten beide PERV Sequenzen spezifisch nachgewiesen werden,
lediglich der Klon 4112 zeigte ausschlief3lich fur dagGen ein Signal (Abb. 3.4).

— 23,1kb —

. ._ 9,4kb —— . .
— 66kh —
— 44kKb — .

Abb. 3.4: Southern Blot Analysen auf Plasmid-DNA ach Restriktion mit dem EnzymNot!.
A Auswertung der Autoradiographie nach Hybridisieramiggdergag-Sonde.B Signale nach Hybridisierung

mit der env-C-Sonde. Spuren 1 und 5 entsprechen Plasmid-DNAdemnit Insert von Klon 1211, Spuren 2
und 6 entsprechen Klon 1312, Spuren 3 und 7 zé{dem4112 und die Spuren 4 und 8 zeigmg undenv
C Signale bei Klon 6121.

3.1.5 Analyse der PERV Sequenzen

Die Sequenzen der vier subklonierten Phagen-Inserts in den pBluesskipt Wurde mit

Hilfe des Programms VectorNTI(Invitrogen) eine Analyse fiir offene Leserahmen und
weitere retrovirale Sequenzen bei den Klonen 1211, 1312 und 6121 durchgefihrt. Ein
vierter Klon, 4112, wurde nicht weiter bertcksichtigt, da er ledigliefleTderenv+C
Sequenz enthielt. Als Referenzsequenz diente die publizierte SequRY-NPSL
(Akiyoshi et al.,, 1998) und die Sequenz des Molekularklons PERV-B(33)/ATG
(Czauderna et al., 2000). Der Klon 1211 zeigt einen kolinearen offeneratuessr zu
PERV-MSL fir dasgag und daspol-Gen. DasenvGen ist trunkiert, was auf die
Klonierungsstrategie der Phagenbibliothek (siehe 2.4.6) zuriickzufihren eistKIbn
beinhaltet insgesamt 7560 Nukleotide retrovirale Sequenz und 5° stromaub28&8
Basenpaare genomische Flanke. Stromabwarts konnte keine 3° Flardet wgeiden, da

die Sequenz durch die SchnittsteBau3A im envGen endet. Der Klon 6121 zeigt einen
verkirzten offenen Leserahmen fur dmgyrGen und jeweils zwei offene Leserahmen im
Bereich degol-Gens. Dies ist bedingt durch ein Stopkodon an Position 5612 (bezogen auf
die Nukleotidsequenz des Klons 1312). [Eas+Gen zeigt eine kolineare Lange zu der
PERV-MSL Sequenz. Der Klon beinhaltet an retroviraler Sequenz 7005dtidkleind 3°
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stromabwaérts 4179 Basenpaare genomische Flanke. Der einzige Klatied#ei offene
Leserahmen fiur digag, pol, und en+Gene enthédlt und zudem eine 5° genomische
Flanke und eine 3" genomische Flanke aufweist, ist der Phagen-Nuit#rDie drei
offenen Leserahmen fir die drei Strukturgene bei einfachen Retra\@efin et al.,
1997) entsprechen in ihrer Lange der PERV-MSL-Sequenz. Flankiert rwerdedrei
Strukturgene von einer LTR mit jeweils 611 Basenpaaren. 5° strontdsifé proviralen
Sequenz wurden 2819 Basenpaare genomische Flanke isoliert und 3° stramab@ar
Nukleotide. Die Sequenzen der drei isolierten proviralen Sequenzen mibftéen
Leserahmen sind in Abb. 3.5A schematisch dargestellt. In der Sequenzloorii 2
finden sich alle wichtigen retroviralen Merkmale. Der Transkoistartpunkt (cap site)
befindet sich an Position 457, die Primer Bindestelle bei Nukleotid 614-68&. E
Splicedonor-Position (856-864) und eine Spliceakzeptor-Stelle (nt 5857) konnteallsbenf
identifiziert werden. Die Spaltstelle des Hillproteins in OBeHenprotein und
Transmembrandomane ist bei Nukleotid 7417 lokalisiert. Der Polypuririedikidet sich
bei Position (8049-8061) und das Polyadenylierungssignal (pA) ist in deR3Her
Nukleotid (8573-8578) lokalisiert (Abb. 3.5B).

Ein Vergleich der Nukleotidsequenz von PERV-MSL (Akiyoshi et al., 1998)RERYV-
C(1312) zeigt einen Austausch von 10 Nukleotiden, die verteilt ingdegpol und env
Gen vorkommen. Die haufigste Punktmutation stellt ein Austausch von GuaAigenin
dar. Die restliche Sequenz ist homolog zu der von PERV-MSL. Der dliddeistausch
fuhrt an sieben Positionen zu einer verdnderten Aminosdure. Die Punidmenatind

daraus resultierende veranderte Aminosauren sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.

nt Position | PERV-MSL |PERV-C(1312)| Gen AS Austausch AS
Position
PERV-MSL > PERV-C(1312)

1259 G A gag VvV > | 67
3808 A G pol - 391
4650 G A pol G > E 672
5563 C G pol H > Q 976
5842 T C pol - 1069
6916 G A env S > N 274
7022 A G env - 308
7386 G A env E > K 431
7755 G A env E > K 554
7828 T C env L >P 578

Tab. 3.1: Nukleotid- und Aminosaureaustausch in PER-C(1312). Linke Spalte, Nukleotidpositionen, an
denen ein Austausch einer Base stattgefunden patte® “PERV-MSL" und “PERV-C(1312)" zeigen die
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jeweilige ausgetauschte Base. Spalte “Gen*, Loattia der Base in dem entsprechenden Gen; Spafe “A

Austausch®, Austausch der spezifischen Aminosd@zogen auf die dementsprechende Base. Der Strich
deutet an, dass es trotz Punktmutation in der Ntikleequenz zu keinem AS Austausch kam. Spalte ,AS
Position”, Lokalisation der ausgetauschten Aminosabeziglich des entsprechenden Proteins; nt,
Nukleotid; AS, Aminoséure.

Aufgrund der Tatsache, dass lediglich der Klon 1312 alle retroviralemsdéguenzen
umschlief3t, wurde dieser funktional charakterisiert, wahrend Klon 1211 und 611 nic

weiter untersucht wurden.

A 1 2815/1% PERV-C(1312) 11480/3672% 13983
EEEEEN EEEEEEEEEEEEEER
B
> >
1/1650% PERV-C(6121)4> 7005/4672# 11184
l EEEEEEEEEEEEESR
"
>
1 5 26841% PERV-C(1111) 12827/T560%
EEEEEEEEEETSR
———
>
477 PERV-MSL a132#
—
|
P
a1
B 555854 Spalestelle .
;- 5D 5857 SUMM T
45
- piA)
L R, 133 51;1 5055 ¥ o v
mepo] lJE—l_!1 .
1-511 1635 10 g, fos2esT2
5 PPT
514221 Bl40-E08
SITR PERV-C(1312) SLTR

Abb. 3.5: Analyse von PERV Sequenzen. Burchgezogene Linien, proviralen Sequenzen; gbsiten
Linien, genomischen Flanken, die aus der genomiséheagenbibliothek isoliert worden sind; Zahlenehn
Stern, Nukleotidanzahl der jeweiligen Klone; Zahlmit den Sternchen, Nukleotide in der PERV-MSL-
Sequenz; Pfeile; offene Leserahmen der retrovir@eneB Schematische Struktur des Klons 1312. Die
Gene sind in Rechtecken dargestellt. Die Zahleieben sich auf die jeweiligen Start- und Endpurdee
retroviralen Sequenzen. cap, TranskriptionsstakipuRBS, Primer Bindestelle; SD, Splicedonor; SA,
Spliceakzeptor; PPT, Polypurintrakt; pA, Polyadenyingssignal.
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Ein Vergleich der Aminosauresequenz zwischen der PERV-MSL undeiey#(1312)
Sequenz zeigt in einem Aminosaurebereich im SU des Env-Proteirderamrsten
Aminosaureposition einen Austausch zu der publizierten PERV-C Sequéhz3@).
Dieser Aminosaurebereich ist verantwortlich fir die Anheftung von\RERPartikeln an

humane Zellen (Gemeniano et al., 2006).

Abb. 3.6: Aminoséaurevergleich zwischen PERV-A, PERMC und PERV-C(1312) im Oberflachenanteil
des Env-Proteins. Die Regionen VRA, VRB und PRR sind in dem Obeflaeheeil als graue und
schraffierte Boxen dargestellt. SU, Oberflacherngnt&M, Transmembranprotein, aa, Aminosiure
(modifiziert nach Gemeniano et al., 2006).

Ein Sequenzvergleich auf Aminosédureebene zwischen dem Env von MLV und-PERV
C(1312) zeigt zwischen Env-C und einem polytropen Env von MLV (Evans &08aB)
eine Homologie von 39,3 %, die groRte Ubereinstimmung liegt im Transraaprotein.
Ein Vergleich mit einem ecotropen Env von MLV (Lund et al., 1999) zeige

Homologie von 39,7 %, dessen Schwerpunkt der Homologie ebenfalls im TM liegt.

3.1.6 Struktur und Aufbau der PERV Long Terminal Repeats
(LTR)

Im Genom von Schweinen befinden sich zahlreiche Kopien der LTR Sequerdsi. D
scheint die Haufigkeit dieser Sequenzen nicht extrem zwischen alemei@erassen zu
differieren (Patience et al., 1997; Czauderna et al., 2000). Bislandevdie LTR des
Molekularklons PERV-B(33)/ATG funktional charakterisiert (Schee#let2001, Scheef
et al., 2002). Die LTR fur PERV-B(33)/ATG, wie auch die von PERV-A(4&2)thalten
mehrere repetitive DNA-Sequenzen (Repeats) die jeweils éingelvon 39 bp aufweisen.

Diese Wiederholungen werden weiter unterteilt in Teilwiederholungdl2 (Subrepeat 1
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und 2). Die LTR Sequenzen unterscheiden sich hauptsachlich in dem Vorhandessein die
Repeats und somit in ihrer Gesamtlange. Im R- und U5-Bereich sndbeatjuenzen
zwischen PERV-A(42), PERV-B(33)/ATG und PERV-MSL bzw. PERV-C(1312)
annahernd homolog. Die LTR von PERV-B(33)/ATG weist viereinhalb Repmais
PERV-A(42) enthélt dreieinhalb Repeats (Abb. 3.6). In der PERV-M3u&Se kommt
insgesamt ein Repeat vor, wobei die Subrepeats nicht zusammenhangen SiAdteil

bzw. am Ende des 3" Anteils im U3-Bereich verteilt sind. Die IdER Molekularklons
PERV-C(1312) enthéalt eine zusammenhangende Wiederholung im U3-Bexblzh3(7).

Die LTR von PERV-MSL wurde vervollstandigt, da es sich bei der peben Sequenz

um eine mMRNA handelt (Akiyoshi et al., 1998).

cap
545

PERV- BIRIWATE v

| U3 === =T F

1 cap FaT

FERV. 4(42) s

| u3 | EEE e ;

1 cap GE2
a1

PERW- MSL Y

[ =EE ] i us

1 cap patutal
457

FERV- C{1312) Y

| E = :

1 611

E Subrepeat 1 TATTTTAAAAT GATTEGT
Subrepeat 2 CLACGBAGLGLGEGOTC TOGA
Repeat LTR PERV- BE3WATS TAT TTTAARATEAT TGS TC CAC G BAGCGE GEGCTCTC GA
Repeat LTR PERV-C{1212) CAATTTAAAT TAATTGGTOC ACGAAG CEGLG 3GCTC TC GA

Abb. 3.7: Aufbau und Organisation verschiedener PER LTR. Schematischer Vergleich der LTR von
PERV-B(33)/ATG, PERV-A(42), PERV-MSL und PERV-C(131 Im unteren Bereich ist ein Vergleich
einer Repeat Sequenz von PERV-B(33)/ATG und PERM3CZ) aufgefuhrt. Die unterstrichenen Nukleotide
zeigen den Austausch einzelner Basen innerhalbRégreat Sequenz. WeilRer Kasten, U3-Bereich mit
Repeats; gepunkteter Kasten, Subrepeat 1; Kasténhaonizontal durchzogenen Linien, Subrepeat 2;
schwarzer Kasten, R-Region; graue Box, U5-Bereaap site, schwarzer Pfeil. Die Subrepeats 1 und 2
zeigen die Nukleotidsequenz des Molekularklons PHR33)/ATG.

Ein Vergleich der LTR Sequenzen von PERV-MSL und PERV-C(1312) Zeigt

Punktmutationen in der Wiederholung und in der restlichen U3-Region (Tab. 3.2). Im
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Bereich der Nukleotidsequenz 229-387 (bezogen auf die PERV-MSL LTR{lisiteiden

LTRs sehr unterschiedlich in ihrer Sequenz (siehe Anhang).

Nuldeotidposition Nukleotid in PER V- 5L MNukleotid in PERV-C (1312)
in der PERV-MSL LTR

42 T A
83 & A
a5 T

137 T C
147 4 G
150 c T
134 c A
07 c T
224 c G
393 T C
440 C G
441 c G
471 T C
560 c T
571 4 G
574 4 G
581 c T

Tab. 3.2 Nukleotidvergleich der LTR Sequenzen von EFRV-MSL und PERV-C(1312). Der Strich an
Position 95 zeigt eine Deletion der Base im Vedjleiu PERV-MSL.

3.1.7 Nachweis von PERV-C RNA in infizierten Zelle

Durch eine Northern Blot Analyse sollte festgestellt werden, iob &anskriptionelle
Aktivitat von PERV-C(1312) nach Infektion von ST-IOWA Zellen nachweissia(Abb.
3.8). Hierfur wurden gleiche Mengen an gesamt-cytoplasmatischér gipdxiliert und
elektrophoretisch aufgetrennt. Die Membran wurde mitethtC-Sonde hybridisiert. Die
Negativkontrolle, bei der RNA von 293 Zellen verwendet wurde, zeigt kgmak bei der
Spezifitdtskontrolle ist ebenfalls kein Signal auf RNA von 293B(33BAZellen
nachweisbar. Weiterhin konnte in der RNA aus uninfizierten ST-IOWele@ keine

transkriptionelle Aktivitat nachgewiesen werden. Im Vergleich dazuden auf RNA von
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ST-IOWA Zellen, infiziert mit dem Molekularklon PERV-C(1312), zvstarke Signale
detektiert, die jeweils den Grél3en der genomischen PERV RNAmait @rdl3e von 8121
bp und der gespleil3tean+RNA (2,721 bp) entsprechen. RNA aus MAX-T Zellen diente
als Positivkontrolle, fur die, korrelierend zu den Signalen aus irtBneST-IOWA,

ebenfalls zwei starke Hybridisierungssignale detektierbar sind.

£ 1

240 kh
746 kh

44 kb

23kb

- -
. -
’ - -l

Abb. 3.8: Nachweis transkriptioneller Aktivitat des Molekularklons PERV-C(1312).Gleiche Mengen an
cytoplasmatischer RNA wurden mit denvC-Sonde hybridisiertA Die drei RNAs von 293FT- (Spur 1),
293B(33)/ATG- (Spur 2) und uninfizierten ST-IOWA{E (Spur 4) zeigen keine Hybridisierungssignale.
Bei MAX-T-Zellen (Spur 3) und ST-IOWA-Zellen, infiert mit PERV-C(1312) (Spur 5), sind Signale
detektierbarB Die Hybridisierung mit einer 3-Aktin Sonde (Stigeae) als Ladekontrolle zeigt, dass gleiche

Mengen an RNA fiir die Northern Blot Analyse eingese/urden.

3.1.8 Morphologie von PERV Partikeln

Zur Uberprifung, ob MAX-T Zellen PERV Partikel freisetzen, diean Lage sind ST-
IOWA Zellen produktiv zu infizieren, wurden EM-Analysen durchgefthrt t(mi
freundlicher Unterstitzung von Dr. Klaus Boller). Abb. 3.9 zeigt unterdlitie Stadien
der Viruspartikel, es werden sowohl reife Partikel, als auch knospeadé&el aus
unterschiedlichen Zelllinien gezeigt, die der Morphologie von PERYV pextken
(Armstrong et al., 1971). Die Struktur der Envelope-Proteine aus MAXHEn entspricht
in der Morphologie den Partikeln, die aus infizierten ST-IOWA Zefteigesetzt werden.
Im Vergleich zeigen PERV-B Partikel, die aus 293 Zellen knospeauderna et al.,
2000), eine glatte Struktur der Env-Proteine. Wahrend der Reifung déePat zu
erkennen, dass der Kern kondensiert wie es bei C-Typ Retrovirenldist Faoffin et al.,
1997).
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Abb. 3.9: Elektronenmikroskopische Struktur nativer PERV (mit freundlicher Unterstiitzung von Dr.
Klaus Boller). Die Abbildung zeigt unreife knospende Partikel MA&X-T (D), infizierten ST-IOWA (E)
und 293B(33)/ATG Zellen (F) und reife Partikel vaiAX-T (A), infizierten ST-IOWA (B) und
293B(33)/ATG Zellen (C). Die Pfeile deuten auf diruktur der Envelope-Proteine auf den PERV-C
Partikeln. Der MaR3stab entspricht 100 nm (A).

3.1.9 Nachweis von RT-Aktivitat im Uberstand nachinfektion
durch den Molekularklon PERV-C(1312)

Um das Replikationspotential des isolierten Molekularklons PERV-C(13d2)esten,
wurde ein RT-Test durchgefiihrt. Initial wurde RT-positiver ze#freJberstand von
MAX-T Zellen mit 1800 milli Units auf uninfizierte ST-IOWA 4len gegeben, um
generell zu uberprifen, ob MAX-T Zellen infektiose Partikel fizise. Ab Tag sechs
nach der Infektion ist ein Anstieg der RT-Aktivitdt zu beobachten sidér fortsetzt bis

Tag 20 (Abb. 3.10, Linie mit Sternen). Fir den Nachweis der Replikationskemapeon
PERV-C(1312) wurde als Negativkontrollgug Plasmid-DNA in 293 und HT1080 Zellen
transfiziert. Fur die Infektionsstudie wurden in zwei Ansatzenijsviqug Plasmid bzw. 2

Hg Plasmid DNA in ST-IOWA Zellen transfiziert. Fir die beideamanen Zelllinien
HT1080 und 293 konnte kein Anstieg der RT-Aktivitat gemessen werden, was den
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ecotropen Wirtstropismus von PERV-C bestétigt (Takeuchi et al., 1998). viteitere
Negativkontrolle bestand in der Zugabe von RT-positivem Uberstand von MZH&n
auf 293 Zellen. Hierfur konnte ebenfalls nach Kultivierung der 293 Zellame KeT-
Aktivitat nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Bei uritezsersen ST-IOWA
Zellen konnte keine RT-Aktivitdit gemessen werden (Abb. 3.10, Linie omktén). Die
transfizierten ST-IOWA Zellen wurden fur 24 Tage post-Transektkultiviert. Im
Anschlu wurde der zellfreie Uberstand von beiden Transfektionsansathévingia mit
jeweils 239 mU/ml gemessener RT-Aktivitat verwendet, um naivd(8VA Zellen zu
infizieren. Die Kurve fir die infizierten ST-IOWA Zellen zéiden gebildeten Mittelwert
der beiden Infektionsansatze. 15 Tage nach der Infektion war eine Ritakkt
detektierbar, die im weiteren Verlauf der Kultivierung der iefiten ST-IOWA Zellen
anstieg und ab Tag 38 nach der Infektion wieder zuriickging (Abb. 3.10, Linie mi
Quadraten).
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Abb. 3.10: Replikationskompetenz von PERV-C(1312)Kultivierung von ST-IOWA Zellen mit RT-

positivem Uberstand von MAX-T Zellen (Linie mit 8ten). RT-Aktivitat der infizierten ST-IOWA Zellen
nach Kultivierung mit RT-positivem Uberstand voartsfizierten ST-IOWA Zellen mit dem Molekularklon
PERV-C(1312), Linie mit Quadraten; untransfiziesE-IOWA Zellen, Linie mit Punkten.



Ergebnisse 53

3.1.10 Integrationsnachweis des retroviralen Molakarklons
PERV-C(1312)

Nach dem Nachweis der Replikationskompetenz des Molekularklons PERIZ}(
durch gemessene RT-Aktivitat in zellfreiem Zellkulturiberstand wérierten ST-IOWA
Zellen (siehe 3.1.9) wurde durch eine PCR die Integrationsfahigkeit ERYH(1312)
nach Infektion von ST-IOWA Zellen verifiziert. Hierfir wurden die R@rimer derenv
C-Sonde verwendet (siehe 2.4.3.1 und 3.1.1). Als Negativkontrolle wurde die PCR ohne
DNA (Wasserkontrolle) und auf genomischer DNA von naiven ST-IOWAle#el
durchgefiihrt. Fur beide Kontrollansatze war kein Signal nachweishay. (A 11). Als
Positivkontrolle wurde Plasmid-DNA des Molekularklons PERV-C(1312) emige
Hierfir war das spezifische Signal mit einer Grol3e von 281 Basempaachweisbar.
Genomische DNA von infizierten ST-IOWA Zellen zeigt ebenfalgie die
Positivkontrolle das erwartete Signal, allerdings ist die Bandelgointensitat schwacher
(Abb. 3.11).

200 b‘m
200 by -

Abb. 3.11: Integrationsnachweis durch PCR auf genoischer DNA und Plasmid-DNA.M, Smart ladder

Marker (Eurogentec).Spur 1, genomische DNA aus uninfizierten ST-IOWAl&® Spur 2,
Negativkontrolle mit HO; Spur 3, Positivkontrolle auf Plasmid-DNA des FElallarklons PERV-C(1312);
Spur 4, genomische DNA aus mit PERV-C(1312) infiele ST-IOWA Zellen; PCR-Produkt: 281
Basenpaare.

3.2 Rekombinationsversuche zwischen PERV-B(33)/ATG und PERV
C(1312)

Ein weiteres Ziel der Arbeit bestand in der Untersuchung von Rekonabisateignissen
zwischen verschiedenen PERVs. Da bereits statistische Auswantungon
Rekombinationen zwischen den drei PERV Klassen publiziert wurden iiyet al.,
2002; Klymiuk et al.,, 2003) und eine Rekombinante zwischen PERV-A und PERV-C

naher charakterisiert wurde (Wilson et al., 1998), war das Ziel endgliche
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Rekombinante zwischen PERV-B und PERV-C zu finden und diese dann zu
charakterisieren. Dazu wurden die Sequenzen der beiden Molekularklone - PERV
B(33)/ATG und PERV-C(1312) als Basis genutzt, um bekannte Nukleotidsequimze
den Ansatz zu verwenden und um dadurch Rickschlisse ziehen zu kdnwefchen
definierten Bereichen eventuelle Rekombinationen am héaufigstennskatif Ziel und
Erwartung dabei war, dass die Partikel so rekombinieren, dass BER\2) als Donor

fur die provirale Sequenz fungiert und lediglich die Rezeptor-Binde-DeniRBD) im
envGen durch die Sequenz von PERV-B(33)/ATG durch Rekombination ausgetauscht
wird.

Hierzu wurde 1pg Plasmid DNA des Molekularklons PERV-C(1312) in 293 Zellen
transfiziert, die konstitutiv PERV-B(33)/ATG Partikel freisatiz(Czauderna et al., 2000).
Die transfizierten Zellen wurden fir insgesamt vier Wochen kattivileweils nach einer
Woche wurden die Zellen gesplittet und mit naiven, uninfizierten 293AENZém
Verhaltnis 1:1 gemischt. Aus den 50 % der Zellen, die durch das rspligigfielen, wurde
genomische DNA prapariert. AnschlieRend wurde auf dieser DNA &ife rRit Primern
durchgefihrt, die sowohl PERV-B als auch PERV-C spezifisch warenAbplifikate
wurden in den Vektor pPGEMTEasy kloniert. Pro Woche wurden 10 Klone sequebiger
Auswertung der Sequenzen Uber vier Wochen zeigt, dass nach der eostes jéweils 5
Sequenzen fur PERV-C(1312) und PERV-B(33)/ATG nachgewiesen werden kdénnen. In
der zweiten Woche zeigt ein Klon die PERV-C(1312) und 9 Klone die PERS)/ATG
spezifische Sequenz. Nach drei bzw. vier Wochen zeigen die KlonehkgefSlsch die
spezifische PERV-B(33)/ATG Sequenz. (Tab. 3.4). Die Ergebnisseerzedpld der
Molekularklon PERV-C(1312) die Fahigkeit besitzt, nach Transfektion der(33BTG
Zellen in das Genom der Zelle zu integrieren. Die Auswertungsdgquenzen zeigt vier
Punktmutationen in den neu erhaltenen PERV-B Sequenzen, die fur die vieemwoc

nachgewiesen werden koénnen. (Tab. 3.3).

Nukleotidposition in Nukleotid in Nukleotid in
PERV-B(33) em~Gen PERV(B)33/ATG emv-Sequenz in sequenzierten Klonen
374 A G
380 G A
817 T C
1215 G C

Tab. 3.3: Nukleotidaustausche inenv-Gen von PERV-B(33)/ATG.
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PERV-B PERV-C
Woche 1: 5 5
Woche 2: 1 9
Woche 3: - 10
Woche 4: - 10

Tab. 3.4: Vorkommen von spezifischen PERV Sequenzémgenomischer DNA von 293FT ZellenNach
PCR auf genomischer DNA wurden die Amplifikate dobiert und anschlieBend sequenziert. Die Tabelle

beschreibt die Haufigkeit von PERV in genomischdinach Sequenzierung.

Aufbauend auf dem Sequenzierungsansatz wurden verschiedene PCR auf dertpripa
genomischen DNAs uber die vier Wochen durchgefuhrt. Dabei wurden jeREHRY/-
B(33)/ATG und PERV-C(1312) spezifische Primer verwendet. Ingesamten vier
PCR-Ansatze durchgefihrt, ein Ansatz bestand in der Verwendung den [hhdV-
C(1312) spezifischen Primer, ein weiterer in der Anwendung der FEBSYATG
spezifischen Primer. Bei den zwei zusatzlichen Versuchen wundglgeein Primer fir
PERV-C(1312) mit einem PERV-B(33)/ATG spezifischen Primer weeadet, um
festzustellen, ob eine Rekombination stattgefunden hat, die als Foig@&iadung von
zwei unabhangigen sequenzspezifischen Primern in einem PCR-Ans&mbkadJbersicht
der verwendeten Primer ist in Abb. 3.12 dargestellt. Das Amplifikatie spezifische
PERV-C(1312) Sequenz (Positivkontrolle fir die PERV-C Primer, Abb. 3.1S3p1B 2)
zeigt eine Grof3e von 1264 bp, die GrolRe des PERV-B(33)/ATG spezifischplifikats
(Positivkontrolle fir die PERV-B Primer, Abb. 3.13, A Spur 1) betragt 131Fipbeide
sequenzspezifischen PCR-Ansétze ist fur alle vier Wochen enalSigtektierbar (Abb.
3.13, A und B, Spur 4-7). Bei der PERV-B(33)/ATG spezifischen Sequenz blieibt
Intensitat des Signals gleich wahrend bei der PERV-C(1312) sobmih PCR das Signal
mit zunehmendem zeitlichem Verlauf des Kulturansatzes schwéaaider~ir Woche 4 ist
lediglich ein sehr schwaches Signal detektierbar (Abb. 3.13, B SpuiegedErgebnis
korreliert mit den Sequenzierungsdaten, wo mit fortschreitenderalfelés Versuchs die
PERV-C Sequenzen ab Woche 3 nicht mehr nachweisbar sind. Durch digsPER
maoglich noch fir die dritte Woche PERV-C spezifische Sequenzen plifiaieren. Fir
den Nachweis von Rekombinationsereignissen wurden zwei verschiedenezeAnséat

durchgefuhrt. Zum einen wurde eine PCR mit dem PERV-B spezifisoheard Primer
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und dem PERV-C spezifischen reverse Primer durchgefihrt (Abb. 3.1hHC3A3, C).

Es zeigt sich bei den Kontrollen kein Signal, was die SpezdgatPrimer bestatigt. Ein
Signal zwischen 1264 und 1313 bp, welches bei einer moéglichen Rekombination zu
erwarten ware, ist fur alle Proben nicht detektierbar. Bei deeiten Ansatz wurden die
Primer vertauscht, so dass der forward PERV-C und der reverseerPRERV-B
spezifisch binden (Abb. 3.12, D; Abb. 3.13, D). Auch in diesem Ansatz ist kgmalSi
detektierbar. Stattdessen zeigt die PCR unspezifische Amdifil@ allen Proben mit
Ausnahme der Wasserkontrolle (Abb. 3.13, D Spur 3).

A B

forward reverse forward reverse

....... P, 4 reaes _'. ..‘_
env-Gen env-Gen

C D

forward reverse forward reverse

....... > - — ol
env-Gen env-Gen

Abb. 3.12: Verwendetete Primer-Paare zur Rekombinabnsanalyse auf genomischer DNAGestrichelte
Pfeile, PERV-B(33)/ATG spezifische Primer; durchogene Pfeile, PERV-C(1312) spezifische Primer;
forward, forward Primer; reverse, reverse PrineenzGen; Bereiche inenvGen wurden als DNA-Template
fur die PCR verwendetA PERV B(33)/ATG spezifische PCB PERV-C(1312) spezifische PCR
C Rekombinationsanalyse mit PERV-B(33)/ATG forwardndu PERVC(1312) reverse Primer
D Rekombinationsanalyse mit PERV-C(1312) forward BERV-B(33)/ATG reverse Primer.
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Abb. 3.13: Nachweis von PERV Sequenzen auf genontiec DNA und Plasmid-DNA. M, Smart ladder
Marker. Spur 1, Kontroll-PCR auf Plasmid-DNA des IMailarklons PERV-B(33)/ATG; Spur 2, Kontrolle
auf Plasmid-DNA des Molekularklons PERV-C(1312);u63, Negativkontrolle mit Wasser; Spuren 4-6,
PCR auf genomischer DNA von infizierten 293-ZellenVerlauf des Rekombinationsexperiments. Spur 4,
Woche 1; Spuren 5 und 6 entsprechen Woche 2 ugg8,7, Woche 4A Nachweis von PERV-B(33)/ATG
spezifischen Sequenz@&h Nachweis von PERV-C(1312) spezifischen Sequerizédachweis von PERV-
Sequenzen mit einem PERV-B spezifischen forward eim#m PERV-C spezifischen reverse Prirber
Nachweis von PERV-Sequenzen mit einem PERV-C spefaén forward und einem PERV-B spezifischen

reverse Primer.

Ein dritter Ansatz wurde zur Analyse der Pseudotypisierung von RER&rtikeln mit
dem Envelope-Protein des Molekularklons PERV-B(33)/ATG durchgefihrizidigurde
eine Transfektion eines Plasmids, das fur den offenen Leserahm&mwd&soteins der
Klasse B von PERV kodiert, in MAX-T Zellen durchgefuhrt. Da MAXZellen
konstitutiv PERV-C Partikel freisetzen, bestand der Ansatz darss di@ése gebildeten
Partikel zusatzlich zum Env-C Protein teilweise das Envelop&iRrder Klasse B von
PERV wahrend der Knospung der Partikel aus den Zellen inkorporierer Yigsnen
sollten somit in der Lage sein, humane Zellen aufgrund des Vorhandemsgipslytropen
Envelope B Proteins infizieren zu kénnen (Patience et al., 1997). Zuri&Gangrdes
Plasmids fur die Transfektion wurde mittels des Retriktionsendyats dasgagGen und
daspol-Gen aus dem Plasmid pBS-PERV-B(33)/ATG zum grof3ten Teil eeletiodurch
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diese beiden Gene funktionsunfahig wurden. Lediglich der offene Leseralenenv
Gens blieb in diesem Konstrukt intakt. Das Plasmid wurde in verscie@ede
Konzentrationen (0,5-1,59 DNA) in MAX-T Zellen transfiziert (siehe 2.3.4.1). Funf
Tage nach Transfektion wurden die verschiedenen Transfektionsanséixeramngefuhrt
und kultiviert. Der Uberstand bei der Zusammenfiihrung der Zellen (Ansa2NA und
die Mock-Kontrolle, Transfektion ohne DNA) wurde sterilfiltriert und ine mogliche
Infektion auf naive humane 293T-Zellen gegeben. Als Negativkontrolle vpamddiel der
Versuch mit einer Mock-Kontrolle durchgefuhrt. Die 293T Zellen wurderh mragabe
des Uberstands fir zehn Tage kultiviert und passagiert. Dabei wardenaTagen, an
denen die Zellen gesplittet wurden, Uberstand fiir eine Messung dentRGmmen. Eine
Aktivitat der RT ware messbar, wenn die PERV-C Virionen zus&t&Env-B Proteine auf
ihrer Oberflache prasentieren und somit in der Lage waren die honlen zu
infizieren. Fur die MAX-T Zellen konnte wahrend der gesamten Durctfighrdes
Experiments eine relativ konstante Aktivitdt der RT gemessetdeneDies entspricht den
Erwartungen, da MAX-T Zellen konstitutiv PERV-C Partikel fr&zem, deren RT im
Uberstand detektierbar ist. Fiir die potentiell infizierten 293TeAd#t keine RT-Aktivitat
detektierbar, die Messwerte entsprechen der Mock-Kontrolle bzw. detergfund, bei
dem kein Transfektionsmedium bzw. keine DNA eingesetzt wurde. DigeWder

Messung sind in Tabelle 3.5 zusammengefasst.
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Extinktion /
Tage nach mU pro ml
Transfektion bei 405 nm Mock
5 1,08 / 206 0,7
MAX-T 7 0,87 /124 0,65
Zellen 11 1,03 /203 0,83
15 1,17 /230 1,06
18 1,05/ 206 0,88
20 1,19/230 1
Extinktion /
Tage nach mU pro ml
potentieller bei 405 nm Mock
Infektion
293T
Zellen 5 0,06/0 0,06
9 0,06/0 0,06
12 0,06/0 0,06
14 0,06/0 0,06
Kontrollen Extinktion / mU pro ml
bei 405 nm
293 PERV-PK 1,07 / 206
ST-IOWA PERV-C 0,39/77
293T untransfiziert 0,06/0
MAX-T untransfiziert 1,09 /206
Hintergrund 0,06/0

Tabelle 3.5: RT-Aktivitat in zellfreien Uberstanden verschiedener Zelllinien.Die Messungen wurden in
Duplikaten durchgefiihrt. 293 PERV-PK, 293 Zellenfjziert mit PERV-A und PERV-B Partikeln aus der
Zelllinie PK15 (Patience et al., 1997); ST-IOWA PER, ST-IOWA Zellen, infiziert mit Virionen des
Molekularklons pBS-PERV-C(1312); Mock, Messwert detinktion bei 405 nm, es handelt sich dabei um

eine Negativkontrolle, in der Transfektionsmediahme DNA verwendet wurde. mU pro ml, Milliunits pro
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3.3 Immunologische Detektion von PERV

3.3.1 Generierung eines spezifischen Antiserumsrgdtet gegen
das Hullprotein von PERV-C

Zum Nachweis von PERV-C spezifischen Proteinen wurde eine Gemgyiand Analyse

der Funktionalitat eines Antiserums, das gegen den OberflachendageiEnvelope
Proteins von PERV-C gerichtet ist, durchgefihrt. Das Antiseruntesalim einen
Verwendung im Nachweis des isolierten Molekularklons PERV-C(1312) unchrderen

zur Durchmusterung von Patienten nach Xenotransplantation finden, um so ein
Vorhandensein von PERV-C nachzuweisen. Mit Hilfe des Computerprogramms
VectorNTI (Invitrogen) wurde anhand der publizierten PERV-MSL Seq(&koshi et

al., 1998) eine spezifische Peptidsequenz aus dem Envelope Protein vonCPERV-
ausgewahlt. Die PeptidsequenzN-TGQRPPTQGPGPSSNI-COOH ist in der Rezeptor-
Binde-Domane des Envelope-Proteins an Aminosaureposition 249 — 264 |ok&isises
Peptid wurde synthetisch durch die Firma Eurogentec (Belgien)steltyend diente zur
Immunisierung von Kaninchen zur Generierung des Antiserums. Das Antiseird im
Verlauf der Arbeit als Anti gp70_cl bezeichnet. Zusatzlich zu demkipolgien
Antiserum wurde durch die Firma Morphosys (Martinsried) ein monoklodalgkorper
generiert, der das Hullprotein von PERV-C detektiert. Fur die Symthes Antikorpers
wurden die Aminsosauren 41-279 des Envelope-Proteins als Basissequendeerniga

die schwere Kette des Antikorpers ist ein 6x His-Tag gekoppelt,samit einen
immunologischen Nachweis durchfliihren zu kénnen. Im Folgenden wird dieser patikor

als Anti Env-C bezeichnet.
3.3.2 Analyse zur Funktionalitat des Antiserums nitels ELISA

Initial wurde ein ELISA Test durchgefihrt, um festzustellen, obbdiden Antiseren mit

den Nummern 497 und 498 spezifisch gegen das Envelope Protein von PERVeneag
und keine unspezifische Reaktivitdt gegen andere Proteine zeigéiilr Miarde eine 96
Loch-Platte mit 1 mg des Peptids, das zur Immunisierung der Kanineineendet wurde,
beschichtet. AnschlieBend wurde diese beschichtete Platte mit hiedesten
Verdiinnungen des jeweiligen Antiserums Anti gp70_cl des Kaninchen 497 und 498

inkubiert. Beide Antiseren zeigen in dem ELISA Test sehr ahnliElgebnisse. Das
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Praimmunserum, also das Serum vor Immunisierung der Kaninchen mgpsgefischen
Peptid, zeigt kein distinktes Signal fur die verschiedenen Verdlinnuregsstids
jeweiligen Antiserums. Die Werte der gemessenen Extinktion petisen der
Negativkontrolle, bei der die Locher der Platte mit PBS (ohrfé) ®aschichtet wurden.

Fur die verschiedenen Zeitpunkte, an denen aus dem Kaninchen Antiserum nach
Immunisierung gewonnen wurde, ist eine Zunahme der Extinktion messbedExinktion

und somit die Anzahl an Antikérpern gegen das Env-C Peptid in den beideseranti
nimmt mit fortschreitender Dauer der Immunisierung der Kaninchennziuzeigt den
maximalen Extinktionswert nach der dritten und finalen Blutung ber &aellinnung des
Antiserums von 1:100 (Kaninchen 497) und 1:500 (Kaninchen 498). Obwohl die
ansteigenden Messwerte nach den verschiedenen Blutungen des Kaninchens den
Erwartungen entsprechen, zeigen die verschiedenen Verdinnungen des Astisierdim
jeweiligen Blutentnahmen nicht die erwartete Abnahme der Extinktsaiingt durch die
erhohte Verdlinnung des Antiserums (Abb. 3.14 und 3.15).

05

Verdiinhungen
04 e = des Ankiserimns
[ = 150
I 1100
1500
—i:1000

03 — —

Extinktion 450 nin

if BESC NAS- BASY HENN

priimmsn 1. Blutunz 2. Blutenz Finalz Blotung Nzzativkontrolle

Kaninchen 497

Abb. 3.14: ELISA-Test auf Funktionalitdt mit dem Antiserum gp70_cl des Kaninchens 49MDas
Diagramm zeigt die Extinktion der verschiedenen tiigen des Kaninchen 497 vor bzw. nach

Immunisierung mit dem Peptid gp70_c1.
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Abb. 3.15: ELISA-Test auf Funktionalitdt mit dem Antiserum gp70_cl des Kaninchens 49&8as
Diagramm zeigt die Extinktion der verschiedenen tiigen des Kaninchen 498 vor bzw. nach

Immunisierung mit dem Peptid gp70_c1.

Fir die Analyse einer eventuellen unspezifischen Bindung des Antisémiingp70_cl
wurde die 96 Loch-Platte mit verschiedenen Peptiden beschichtetepid, nit dem die
Kaninchen immunisiert wurde, diente hierbei als Positivkontrolle. Adgativkontrolle
wurde die Platte mit PBS (ohne ¥)abeschichtet. Das erste Testpeptid, mit dem eine
eventuelle unspezifische Bindung des Antiserums Anti gp70_cl nachgewvesden
sollte, ist 3" stromabwarts des gp70 cl ebenfalls in dem Oberflatbénaes
Hullproteins von PERV-C lokalisiert und wird als gp70_2 bezeichnet. Esdieat
Aminosauresequenz ;N-TSGSDPTESSSTTKM-COOH. Das zweite Testpeptid
entspricht in  seiner Aminosduresequenz dem gesamten R-PeptigN- (H
VLRQQYQSPSSREAGR-COOH) (Abb. 3.16). Beide Spezifitatskontrolieigen eine
geringe Hintergrundaktivitét, die Extinktion entspricht der Negativiotietmit PBS (ohne
Ca2+). Die Analyse bestatigt somit ein hohe Spezifitat desémiins Anti gp70_c1 und

eine geringe unspezifische Bindung gegen andere PERV-Peptide.
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Abb. 3.16: ELISA-Test auf Spezifitit des Antiserumsgp70_cl. Extinktion nach Inkubation des
Antiserums mit verschiedenen Peptiden der versehignl Blutungen des Kaninchen 498 vor bzw. nach

Immunisierung mit dem Peptid gp70_c1.

3.3.3 Nachweis des Env-C Proteins in Zelllysatenindem

Antiserum Anti gp70_cl

Zur Analyse der Funktionalitat des Antiserums Anti gp70_cl des Kanindi®&haurden
Lysate (siehe 2.5.1) von verschiedenen Zelllinien hergestellt. Dilyséée wurden mit
Hilfe der SimplyBlueSafestain-Losung normalisiert. Nach Senyi-Blot des SDS-Page
Gels wurde die Membran mit einer Verdinnung von 1:250 des Antiserums inkubier
Zelllysate von 293FT Zellen wurden als Negativkontrolle verwendeistdsein Signal
erkennbar (Abb. 3.17). Als Spezifitatskontrolle wurde das Zelllysat von ES3/HPK
Zellen verwendet. Diese Zellen setzen konstitutiv PERV-A und PBRRartikel frei. Bei
diesem Zelllysat konnte kein PERV-C Hiillprotein nachgewiesen werdas die
spezifische Reaktivitat des Antiserums im ELISA-Test (si€éh®8.2) bestatigt. Als
Positivkontrolle wurde Zelllysat von MAX-T Zellen analysiert. D&gnal fir das
ungespaltene Env-C Hullprotein ist hier sehr deutlich detektiertay. (314, Spur 3). Als
weitere Positivkontrolle wurde Zelllysat von TelCeB6-PERV-C \adet. Diese Zellen
produzieren Partikel des murinen Leukamievirus (MLV), die das PERNu@protein
tragen (Takeuchi et al., 1998). Hier zeigt sich das erwarteggaalSides Envelope-
Vorlauferproteins bei einer Grof3e von 71 kDa (Abb. 3.17, Spur 4). Eine Analysem



Ergebnisse 64

Praimmunserum zeigte in keinem Zelllysat Signale (Daten giebeigt). Das Antiserum
detektiert in keinem der verwendeten Zelllysaten den proteolytidmfespaltenen
Oberflachenanteil (gp70) des Hullproteins von PERV-C mit einer Groflé0 kDa. Das
Antiserum gp70_cl des Kaninchens 497 zeigte eine deutliche geringeviRaakt der

Western Blot Analyse und wurde deshalb nicht weiter verwendet r(Datdt gezeigt).
Desweiteren war der monoklonale Antikérper Anti Env-C nicht in deelsggpzifisch mit

dem Env-C Protein.

75 kDa — — S

S0kDa —

- — - e

Abb. 3.17: Western Blot Analyse mit dem Antiserum Ati gp70_cl auf Zelllysaten verschiedener
Zelllinien. A Spur 1, 293FT und Spur 2, 293-PERV-PK zeigen kein-E Protein. In Spur 3, MAX-T und
Spur 4, TelCeB6-PERV-C ist ein Signal bei ca. 7lhlkd2tektierbarB Ladekontrolle, R-Aktin Antikdrper.
Pfeil, Env-C Vorlaufer Protein.

3.34 Nachweis des Env-C Proteins auf Viruspartite mit dem
Antiserum Anti gp70_c1 und dem monoklonalen Antikoper
Anti Env-C

Ein weiterer Nachweis des Hullproteins von PERV-C mit Hilfes dentiserums Anti
gp70_cl wurde auf Viruspartikeln durchgefiihrt. Hierfir wurden Viruspartiker ein
Sukrosekissen aufgereinigt (siehe 2.3.6) und mit einer Verdiunnung von 1:250 des
Antiserums inkubiert. Als Negativkontrolle dienten Partikel von 293-PERVZellen, fur

die kein Signal nachgewiesen werden kann. Auf Partikeln, die von MAXellerZ
freigesetzt werden, ist das Hullprotein von PERV-C mit eineisddavon 71 kDa
detektierbar (Abb. 3.18, Spur 2). Zur Verifizierung, ob Viruspartikel aufMembran
vorhanden waren, wurde die Membran nach Entfernen der Antikdrper mit BhAddin
Antikorper in einer Verdinnung von 1:10000 inkubiert. Fir beide Virusisolate war e
Signal nachweisbar (Abb. 3.18). Als weitere Kontrolle wurde die Membré einem

Gag-spezifischen Antikorper inkubiert, der spezifisch das CapsidifP(p&/) von PERV
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detektiert (Fischer at al., 2003). Es konnte ebenfalls fur beide Sofage ein Signal
detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Der proteolytisch @adfesie Oberflachenanteil
des Hullproteins ist mit dem Antiserum nicht nachweisbar (Abb. 3.18).

Abb. 3.18: Western Blot Analyse mit der
Antiserum Anti gp70_c1 auf verschiedene

D — Virusisolaten. A Spur 1, 293-PERVPK
i Partikel; Spur 2, MAXT Partikel. Pfeil
30kDa Hullprotein von PERV-CB Ladekontrolle m
B — R-Aktin Antikorper.

Zusatzlich zum polyklonalen Antiserum gp70_c1 sollte das Env-C Protei @imen
monoklonalen Antikdrper (Morphosys) nachgewiesen werden. Dieser Antikorper
(Nummer 03046.1) wurde i&.coli generiert und besitzt einen 6xHis Tag, Uber den er
mittels eines adaquaten Zweitantikbrpers detektiert werden kannWestern Blot
Analyse mit dem Antikdrper wurde methodisch analog zu dem Antisepi#@ gl auf
verschiedenen Virusisolaten aus Zellkulturiberstand durchgefuhrt. DearBntikorper
Anti Env-C wurde in einer Verdinnung von 1:500 in der Analyse verwendet. Der
monoklonale Anti-His Zweitantikbrper (Sigma) wurde in einer Verdinnung u@A00
eingesetzt. Abb. 3.19 zeigt die Western Blot Analyse. Fir die beidgatiMkontrollen in
Zellkulturuberstand von 293PERV-B(33) Zellen, die konstitutiv PERV-B IRarti
freisetzen (Czauderna et al., 2000), und Partikeln aus PK15 Zelleryatiegieichzeitig

die Spezifitdt des Antikorpers bestatigen sollten, ist kein Envdboptein nachweisbar.

Bei Virionen von MAX-T Zellen ist das erwartete spezifischgnal fir das Vorlaufer
Env-C Protein nachweisbar. Allerdings reagiert der monoklonale Antikdpenfalls wie

das polyklonale Antiserum gp70_cl, nicht mit dem solitaren Oberflachdnaete
Hullproteins. Die Ladekontrolle gegen das p27 Protein (Fischer &08I3) wurde durch

Anwendung des polyklonalen Antiserums auf den Viruspartikeln durchgefthrt.
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Abb. 3.19: Western Blot Analyse mit dem Antikdrper Ati Env-C auf verschiedenen Virusisolater
A Spur 1,PERV-B Partikel aus 293PERV-B(33); Spur 2, Partigkes PK15 Zellen; Spur 3, MAX-
Partikel. Pfeil, Hullprotein von PERV-B Ladekontrolle mit p27 Antiserum (Fischer et aD03).

3.35 Indirekte Immunfluoreszenzanalyse unter Verwndung des

Antiserums Anti gp70_c1

Zur weiteren Verifizierung der Funktionalitat des Antiserums gp7Qrad zur Analyse
PERV-spezifischer Proteine wurde eine Immunfluoreszenzanalysevaaathiedenen
Zelllinien durchgefuhrt. Nachgewiesen wurde zum einen das CapsidnPvote PERV
und zum anderen das Hullprotein von PERV-C. Abb. 3.20 A zeigt MAX-T Zdiien,
denen das Capsid (p27) Protein nachgewiesen werden kann. Die Negativkonitrodém
praimmun-Serum fir das p27 Protein hingegen zeigt keine Signale (AbbBB.20s

Positivkontrolle dienten 293 Zellen, die mit dem Molekularklon PERV-B(3BBA
infiziert sind. Nach Inkubation mit dem p27 Antiserum konnen starke Sigledéktiert
werden (Abb. 3.20 C). Zur Analyse des Antiserums Anti gp70_cl wurden MZXHE&n

mit dem Antiserum inkubiert. Bei diesen Zellen kann das Env-Proteihgeadesen
werden (Abb. 3.20 D). Bei 293 Zellen, die mit PERV-B(33)/ATG infizerd, ist kein
Hullprotein nach Inkubation mit dem Antiserum Anti gp70_cl nachweisbar, dieas
Spezifitat des Antiserums bestatigt (Abb. 3.20 E). Das praimmumySerigt keinen
Nachweis von Hiillproteinen in MAX-T Zellen (Abb.3.20 F). Nach Infektion vonr ST
IOWA Zellen mit dem Molekularklon PERV-C(1312) kann mit Hilfe des paifiserums
das Capsid Protein in den infizierten Zellen nachgewiesen werdan @20 G). Die
Immunfluoreszenzen bestatigen sowohl die Spezifitat des p27 (Abb. 3.20A a3, auch
des Anti gp70_cl Antiserums (Abb. 3.20 D). Weiterhin wurde die Funktional@sit

Molekularklons PERV-C(1312) durch den Nachweis der Expression des p27n®rotei

bestatigt.
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Eine Analyse auf MAX-T Zellen mit dem monoklonalen Antikérper AmivEC in einer

Verdinnung von 1:50 ergab keine Detektion von PERV-Proteinen (Daten nicht gezeigt).

Abb. 3.20: Indirekte Immunfluoreszenzanalysen unte’Verwendung verschiedener Antiseren. AVIAX-
T Zellen, inkubiert mit p27 Antiseru@ MAX-T Zellen, inkubiert mit p27 praimmun-Serui@. 293 Zellen,
infiziert mit Molekularklon PERV-B(33), Inkubatiomit dem Antiserum p2™D MAX-T Zellen, Anti
gp70_c1 AntiserumE Antiserum gp70C_cl auf 293PERV-B(33)/ATG ZellenMAX-T Zellen, gp70_c1
praimmun-SerumG ST-IOWA Zellen, infiziert mit dem Molekulaklon PBRC(1312), p27 Antiserum.
Balken entspricht dem Maf3stab von .

3.3.6 Expression rekombinanter PERV Proteine

3.36.1 Klonierung eines prokaryotischen Expressionsvektors

Ein Ziel der Arbeit bestand in der Produktion eines spezifischen ekatiss gegen das
PERV-C Hullprotein, um somit das virale Protein in verschiedeneayaAssachweisen zu

konnen. Das Antiserum sollte weiterhin auf rekombinant exprimiertateiR analysiert
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werden. Fur eine spatere Anwendung sollte ein Fusionsprotein expnveieieén, das N-
terminal einen 6xHis-Tag fur die Aufreinigung besitzt. Hierflureee das Plasmid
pCINe03.1.2ST-env C verwendet, das als Donor zur Generierung des prokiaeyotisc
Expressionsvektors diente. Dieses Plasmid enthalt den kompletteahrase des PERV-

C Hullproteins. Mittels der sequenzspezifischen Primer ENV_C EdlY C rev und
ENV_C_SU rev wurde zum einen der vollstandige Leserahmen und zum andgian pa
nur der Oberflachenanteil des Hullproteins Uber PCR amplifiziert nmitels der
RestriktionsenzymeSal und Notl in den Zielvektor pETDuetl (Novagen) kloniert. Fir
beide Ansdtze wurden einige Klone nach der Transformation von der
Selektionsantibiotikumplatte gepickt und die praparierte Plasmid-DNAevan Anschluf3
sequenziert. FUr beide Klonierungsstrategien zeigten sich nachkiestanalyse der
Plasmid-DNA mehrere positive Klone mit den erwarteten GroReVek®rs (5420 bp)

und der Inserts. Das Amplifikat mit dem kompletten Leserahmen digisréteins umfasst
eine GroRe von 1972 bp, das Insert des Oberflachenanteils umschliel3t 1323 bp. Abb. 3.21
zeigt exemplarisch jeweils einen Klon der Restriktionsanali@de Sequenzen der
Inserts sind homolog zu der Ausgangssequenz in dem Donorplasmid pCINeo31Av2ST-e
C (Abb. 3.21).

a kb
pETDuet] Veldor

2kh

AR, SU en-C

Abb. 3.21: Restriktionsanalyse von verschiedenen &mid-DNA. M, Smart ladder Mark
(Eurogentec).A Spur 1, Klonierung des Oberflachenanteils @éesC Gens.B Spur 1,
Klonierung des vollstédndigean\+C Leserahmens.

3.3.6.2 Klonierung eines eukaroytischen Expressionsvektors

Fur die rekombinante Expression des Hdullproteins von PERV-C und des
Oberflachenanteils des Hullproteins wurde als zweiter experath@nAnsatz das Bac-to-

Bac System von Invitrogen verwendet. In drei Schritten fand die Esipresdes
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rekombinant erzeugten Proteins statt: 1. Klonierung des zu expmaérdroteins in den
Zielvektor, 2. Erzeugung von rekombinanter Bacmid-DNA und 3. Generierung von
rekombinanten Baculoviren zur Infektion und Expression von Proteinen.

Als Zielvektor wurde der Vektor pFASTBacHTA (Invitrogen) verwendedlittels der
sequenzspezifischen Primer ENV_C for, ENV_C rev und ENV_C_SU rev vaune
einen der vollstandige Leserahmen des Hullproteins von PERV-C und zumnandeder
Oberflachenanteil des Hillproteins (gp70) amplifiziert und midelsRestriktionsenzyme
Sal und Notl in den Zielvektor kloniert. Die Grof3en der Amplifikate sind analogieu
Klonierung in 3.3.6.1. Die Abb. 3.22 zeigt die erwarteten Banden nach Restnkit den
Restriktionsenzymei®al und Notl. Der Vektor lauft bei einer Grél3e von 4783 bp, der
Oberflachenanteil besitzt eine GréRe von 1323 bp und das gesamte Hillpreeet zeigt
die erwartete Bande bei 1972 bp.

—— pFASTBacHTA

6 kb pFASTBacHTA

eme-C 15 kb

1kh SUenw-C

Abb. 3.22: Restriktionsanalyse von verschiedenen &mid-DNA. M, Smart ladder Mark
(Eurogentec).A Spur 1, Klonierung des Oberflachenanteils @es+C Gens.B Spur 1
Klonierung mit dem vollstandigegnv+C Leserahmen.

3.3.6.3 Generierung und Analyse rekombinanter Bacmid-DNA

Nach der erfolgreichen Klonierung des Oberflachenanteils und des ktanplet
Leserahmens des Hiillprotein Gens in den Vektor pFASTBacHTA exfdigtErzeugung
von rekombinanter Bacmid-DNA zur Generierung von rekombinanten BaculoviremrzuHi
wurde die Plasmid-DNA in chemisch kompetente.coli DH10Bac Bakterien

transformiert. Uber eine Transposition erfolgte die Ubertragung untebrhtion der
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porzinen DNA-Sequenzen in die Bacmid-DNA kompetenten Bakterien. Wahreadr di
Transposition erfolgte zuséatzlich der Transfer der 6xHis-Tag&e, die N-terminal der
envC Sequenzen in dem Klonierungsvektor lokalisiert war. Mittels eR@R unter
Verwendung des M13for und M13rev Primers konnte die Integration der porzhan D
Sequenzen in die Bacmid-DNA nachgewiesen werden. Bei einer eréblgn Aufnahme

des Inserts in die Bacmid-DNA war die Grof3e des zu erwartendglifkats bei dem
kompletten Leserahmen des Env-C Hiillproteins 4230 bp und bei dem SU-Env-C
Oberflachenanteil 3630 bp. (Abb. 3.23).

A B i 1
] — Armpalifi kst Skb
4kb en=C e | Amplifikat
| SU emeC

Abb. 3.23: PCR-Analyse auf rekombinanter Bacmid-DNA Die Analyse zeigt fUr bei
rekombinanten Bacmid-DNA das erwartete Signal fis dntsprechende Inseft]l entsprict
dem kompletten Leserahmen fur das+C Hullprotein GensB1 zeigt das Ergebnis fur d
Oberflachenanteil des Hullprotein Gens. M, Smaiti&x Marker.

3.3.6.4 Nachweis von rekombinant exprimierten PERV-C Proteinen ni

Insektenzellen

Nach Transfektion von Sf9 und HighFive-Zellen mit der rekombinanten BabDNA

wurde der Titer der rekombinant erzeugten Baculoviren mittels Pkhasgeey ermittelt. Fur
das Konstrukt mit dem Oberflachenanteil des Hiillproteins wurde &n on 6,8 x 19
pfu/ml bestimmt, eine Analyse des Konstrukts fir das gesamterbti@in war mit dem
Plaque Assay nicht mdglich. Der Virusstock wurde im Anschluf3 fiindition von Sf9
und HighFive Zellen verwendet, um die Proteine in den Insektenzellen belam zu
exprimieren. Uber den N-terminal angehangten 6xHisTag erfolgteAdireinigung der
Proteine. Vier Tage nach der Transfektion wurde die Expression duestely Blot
Analyse auf zellfreiem Uberstand mit dem Anti gp70_c1 Antiserunchdyefiihrt. Im
Uberstand beider infizierten Zelllinien konnte sowohl der rekombinantineigute

Oberflachenanteil, als auch das gesamte Hullprotein von PERV-Ceavaiesgn werden.
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Ein Vergleich zeigt fur das komplette Hullprotein eine geringfigjérkere Intensitat des

Signal und somit ein starkeres Vorhandensein des Proteins im Widewsta HighFive

Zellen. Die Menge an Oberflachenprotein ist in den Uberstanden tiégmien gleich

(Abb. 3.24).

T5kDa

50%kDa

3 4

Enw-C Fusionsprotein

SU- Enw-C Fusionsprotein

Abb. 3.24: Western Blot Analyse auf zellfreiem Ubetand mit dem Antiserum
Anti gp70_c1.Spuren 1 und 3, Sf9 Zellen; Spuren 2 und 4, HighEZgllen.

Uberstéande wurden 96 h nach der Infektion analysier
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4 Diskussion

4.1 Molekulare Charakterisierung

replikationskompetenter PERV

Durch den Nachweis der Vermehrung von PERV in menschlichen Zellean¢&et al.,
1997) ist fur geplante Xenotransplantationen das Infektionsrisiko von ggrsten
Interesse (Stoye and Coffin, 1995). Ein Ziel ist somit die Genmgevon ,PERV-freien®
Schweinen als Donoren fir Organe, um das Risiko von Virusinfektionen ahizfdso.
Aufgrund der hohen Anzahl an Integrationsorten von proviralen Sequenzen der
verschiedenen Klassen von PERV gestaltet sich dieser Ansatelalsschwierig. Im
Augenblick gibt es Studien Uber transgene Schweine, um die AbstoRungsreddd
transplantierten Schweineorgans im Rezipienten zu unterdriicken, ohne dstdekizeine
maogliche Pathogenitat von PERV zu beriicksichtigen (Lee et al., 200@€h Buchtungen
ist es gelungen Minischweine zu erhalten, die nur noch den Haplotypenirdihd
Schweine Leukozyten Antigen (SLA) besitzen (Sachs, 1994). Zellerr @ebeeinerasse
setzen lediglich ecotrope PERV-C Partikel frei (Takeuchi.etl898), die nicht infektits
fur humane Zellen sind (Oldmixon et al., 200R)vitro konnte gezeigt werden, dass durch
Stimulation von peripheren mononuklearen Blutzellen von Yucatan Minischweinen
PERV-Partikel aus diesen Zellen freigesetzt werden, die inlLdge sind humane
Nierenzellen zu infizieren (Wilson et al., 1998). Eine Sequenzanafygte, dass es sich
dabei um rekombinante PERV handelt, die als Basissequenz ein ProvirtfERMC
besitzen und lediglich die Rezeptor-Binde-Doméne von PERV-A trageisofWet al.,
1998). Pseudotypisierte Viren, basierend auf einem MLV Vektor, die dasPidtein
einer PERV-A/C Rekombinante tragen, zeigen in einem RT-Testhgihere RT-Aktivitat
als die nativen PERV (Wilson et al., 2000, Harrison et al., 2004). Saontstebt ein
zuséatzliches Risikopotential durch die Rekombination von PERV-C mit emd@ERV
Klassen, was einerseits zu einem moglicherweise verdndertetstridfiismus und
andererseits zu einer potentiellen Pathogenitdt aufgrund einkerstiarExpression des
rekombinanten Provirus in der Zielzelle fihren kénnte.

Im Rahmen dieser Arbeit ist es gelungen, das erste intakikatepiskompetente PERV-
C Provirus aus einer Phagenbibliothek der MAX-T Zelllinie, einardwzelllinie des

Schweins mit dem Haplotypen d/d des SLA (Pauly et al., 1995), zuresglieu klonieren
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und zu sequenzieren. Die Sequenz dieses Provirus, des Klons 1312, zelignbaiea
Strukturgenen eine sehr hohe Homologie zu der publizierten mMRNA SeqbaBvzNSL
(Akiyoshi et al., 1998), die bis dahin die einzige bekannte Sequenz von PERM-C
Lymphozyten von Minischweinen war und nicht néher charakterisiert wuidebdiden

oben genannten Sequenzen unterscheiden sich durch zehn Punktmutationen in der
Nukleotidsequenz. Wahrend der Translation haben sieben der zehn Punktmutationen
Auswirkungen fir die Proteinsequenz und fihren somit zu sieben untersdétagadlic
Aminosauren. Weiterhin wurden drei Klone PERV-C(6121), PERV-C(1211) und PERV
C(4112) aus der gleichen Phagenbibliothek isoliert und Kkloniert. Ein arglder
chromosomalen Flanken dieser oben genannten vier Klone, die entwedemubtrénsa

oder stromabwarts bzw. beidseitig an die proviralen Sequenzen ansthiieigg grolie
Nukleotidunterschiede. Dies deutet auf die Existenz von mindestensevsahiedenen
chromosomalen Integrationsorten proviraler PERV-C Sequenzen im GemawhAxeT
Zelllinie hin. Aufgrund der Klonierungsstrategie der Phagenbibliotheld SPERV-
C(6121), PERV-C(1211) und PERV-C(4112) jeweils unvollstandig in ihrer premiral
Sequenz. Der Klon PERV-C(1211) besitzt fir dgag und daspol-Gen offene
Leserahmen, daanvGen ist in der Sequenz verkurzt. Der Klon PERV-C(6121) besitzt ein
verkirztesgag-Gen und innerhalb der Sequenz ged-Gens befindet sich durch eine
Punktmutation ein Stop-Kodon, was in zwei Leserahmen fumpdb&en resultiert. Das
envGen ist in diesem isolierten Klon vollstédndig (Abb. 3.5). Klon PER¥1QR) besitzt

als retrovirale Sequenz lediglich dasvGen (nicht gezeigt). Es lasst sich vermuten, dass
es sich bei den Sequenzen der Klone 1211, 4112 und 6121 um vollstandige Proviren in
dem Genom der MAX-T Zellen handelt, die fur replikationskompetentenVikodieren
kénnen. Aufgrund der unvollstandigen Sequenz wurden die Klone 1211, 6121 und 4112
funktional nicht néher charakterisiert. Die durchgefihrten Southern Biatysen mit

einer spezifischeren+C-Sonde lassen vermuten, dass noch, zusatzlich zu den oben
genannten, weitere eventuell intakte Proviren von PERV-C in dem GenoMAdeT

Zellen vorhanden sind (Abb. 3.2). Fur das Yucatan Schwein, dessen genomiséhe DN
ebenfalls in der Analyse verwendet wurde, konnten auch PERV-C Sequenzen
nachgewiesen werden. Dies war zu erwarten, da der erste Nachwainer PERV-A/C
Rekombinante aus stimulierten periph&ren mononukledren Zellen von Yucatan
Minischweinen basierte (Wilson et al., 1998). Die Zahl der nachgemeesSequenzen in
Yucatan Schweinen war allerdings nicht so grof3 wie fur die MAZelinie. Die PERV-

A/C Rekombinante zeigt in einem Nukleotidvergleich éessGens zu PERV-C(1312)
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eine Homologie von nur 87,1 %, woflr die Rezeptor-Binde-Domane von PERV-A
verantwortlich ist. Allerdings waren aul3erhalb dieser Region WRelektmutationen zu
finden, was andeutet, dass es sich bei PERV-C(1312) und dem PERVefgHIint aus

der A/C-Rekombinante um zwei unterschiedliche Proviren handelt. Diekiixen von
PERV-C Sequenzen in der verwendeten DNA aus einem Deutschen Lan8chsgein
deutet wahrscheinlich auf trunkierte bzw. nicht intakte provirale RERS&quenzen hin,

da bislang in verschiedenen Studien noch kein Volllangen PERV-C in dieser
Schweinerasse nachgewiesen werden konnten (Akiyoshi et al., 1998; Badch2600;
Herring et al., 2001; Quinn et al., 2004).

Eine Analyse auf zellfreiem Zellkulturiberstand zeigt eine ol RT-Aktivitat fr
MAX-T Zellen (Abb. 3.3), was auf die Freisetzung von PERV-C Pdrtikariickzufiihren

ist. Dass es sich bei den freigesetzten Virionen um PERVrikéahandelt, zeigt der
vergleichende Unterschied in der RT-Aktivitdt zu 293PERV-PK Zellkilierstand, der
signifikant hoher ist, als bei der MAX-T Zelllinie (Abb. 3.3). Beirdetztgenannten
Zelllinie handelt es sich um humane Nierenzellen, die mit PERVAM PERV-B
Viruspartikeln, die wiederum aus porzinen Nierenzellen (PK15) feigé wurden,
infiziert sind (Patience et al., 1997). Ein Grund flr die hohere RTvitktikonnte in
Zusammenhang mit den Promotorelementen gebracht werden, die sichUB-Begion

der 5’LTR befinden. An Repeats, bei denen es sich um repetitive [2ydeSzen mit
einer Lange von 39 bp handelt, kann der Transkriptionsfaktor NF-Y (nucletar fé)
binden, der die Transkription des Provirus erhdht. Je nach Anzahl diesatsRkfenen
mehr oder weniger Transkriptionsfaktoren an die LTR binden und somitxgiedSion
erhohen (Scheef et al., 2002). Ein Vergleich der LTR Sequenzen von PERY2E mit
anderen PERV Klassen zeigt deutliche Unterschiede im U3-Ber&wischen der LTR

der publizierten mRNA Sequenz PERV-MSL und PERV-C(1312) gibt esneine
Unterschied von 17 Nukleotiden. In dem U3-Bereich der LTR unterscheidedisicirei
PERV Klassen am meisten. Der Molekularklon PERV-C(1312) besthiglich einen
vollstandigen Repeat von 39 bp (Abb. 3.7), wobei die beiden Sequenzen der Subrepeats
(21 und 18 bp) nicht zusammenhangen und an unterschiedlichen Stellen im U3-Bereich der
LTR lokalisiert sind. Ein Vergleich eines Repeats in der U3idteder LTR zwischen
PERV-B(33)/ATG und PERV-C(1312) zeigt funf Nukleotidaustausche. Dierscitiede

in der LTR Sequenz zwischen den PERV Porviren konnte ein Grund fir riigeye
transkriptionelle Aktivitat sein, die in dem RT-Test (Abb. 3.3) anaiyswurde. Ein

weiterer Aspekt, der die niedrigere RT-Aktivitat begrinden konntegt liem
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Zusammenhang mit den chromosomalen Flanken des Molekularklons. In vergleiche
RT-Tests auf Zellkulturtiberstand zeigt die MAX-T Zelllinimen hohere Aktivitat als die
ST-IOWA Zelllinie, die mit PERV-C(1312) infiziert ist. Nacimfizierung weiterer ST-
IOWA Zellen mit dem Molekularklon PERV-C(1312), dem die chromosomalankEn
entfernt wurden, ist der RT-Wert nochmals weitaus geringdrealST-IOWA Zellen, die
mit dem Molekularklon infiziert wurden, der noch die chromosomalen Flanksitzb
(Daten nicht gezeigt). Dies deutet auf Promotorelemente oder Ermhiaing die in einer
Lange bis 2819 bp die provirale Sequenz auf dem Chromosom flankieren (Abb. 3.5).
Der isolierte Molekularklon PERV-C(1312) ist in der Lage porzinel@WA Zellen in
vitro produktiv zu infizieren. Vorangegangene Studien zeigten, daf} dieséni&elll
suszeptibel fur eine Infektion durch PERV-C ist (Takeuchi et al., 1898)RT-Test auf
viralem, zellfreiem Uberstand zeigt ab Tag 15 nach Infektion ehwstieg der RT-
Aktivitat, die den maximalen Wert an Tag 38 nach Infektion erreffgchlieRend sinkt
der RT-Wert wieder (Abb. 3.10). Dies liegt wahrscheinlich an deptala des Virus an
die Wirtszelle. Zu Beginn der Zellkultur sind nur geringe Zellahdem Virus infiziert,
im Anschlufd steigt der Virustiter, da die Zahl an infiziertetieteund dadurch auch die
Menge an freigesetzten Viren ansteigt. Nachdem die Zellkultuchohfiziert wurde,
nimmt der Virustiter wieder ab, zum einen aufgrund von viraler krteniz (Nethe et al.,
2005) und zum anderen aufgrund der moglichen Pathogenitdt des Virus fir seine
Wirtszelle. Durch eine zu hohe Synthese an viralen Proteinen iétidigzelle nicht mehr
in der Lage die essentiellen Proteine zu synthetisieren, dieusietiberleben bendtigt.
Somit wird die Expression des Provirus reduziert, das Virus adaptiedie Wirtszelle,
wie dies ist fur die LTR von PERV beschrieben ist (Scheeff ,e2@01). Zusatzlich wurde
eine Northern Blot Analyse auf Gesamt-RNA von ST-IOWA Zellefizert mit dem
Molekularklon PERV-C(1312) durchgefuhrt. Dazu wurde eine spezifistiwC-Sonde
verwendet (Abb. 3.1), die auch fur die Durchmusterung der Phagenbibliothekndetwe
wurde. Die Freisetzung von PERV-C Partikeln aus der genomischereriitagpthek
konnte zusatzlich durch elektronenmikroskopische Aufnahmen bestétigt werden. D
Oberflache der PERV-C Partikel aus MAX-T Zellen entspridiniksurell dem Env-
Protein der Partikeln, die aus ST-IOWA Zellen, infiziert mitnd®lolekularklon PERV-
C(1312), freigesetzt werden. Entscheidend dabei ist die biophysikaBscheur der Env-
Proteine. Diese besitzen bei Viruspartikeln aus MAX-T und ausienin ST-IOWA
Zellen eine spikeartige Struktur, Env-B Proteine zeigen im ¥migl eine glatte
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Oberflache auf den Viruspartikel (Abb. 3.9), was bereits durch StudierPBERV-B
Partikeln gezeigt wurde (Czauderna et al., 2000).

Aufgrund der Isolierung des replikationskompetenten PERV-C(1312) Klons und den
trunkierten Klonen PERV-C(6121), PERV-C(1211) und PERV-C(4112) ist ein chégli
Screening von Schweine DNA bezlglich der Prasenz bzw. AbwesenheiE®@ im
Vorfeld einer mdglichen XTx durchfuhrbar. Hierfir misste anhand der ddieh
Isolierung bekannten chromosomalen Flanken (Abb. 3.5) eine spezifische Soaderge
werden, die im Provirus und in der Flanke bindet, um somit DNAs versdeede
Schweine bezlglich des Vorhandenseins dieser bekannten Sequenzen hin zu tberprtfen.
Bei einer langeren Passagierung von infizierten ST-IOWA #Zetié dem Molekularklon
PERV-C(1312) ware zu vermuten, das eine Adaption der Virus LTR inMiigszelle
erfolgt. Dies wurdein vitro fur den Molekularklon PERV-B(33)/ATG gezeigt. Eine
langere Kultivierung von infizierten humanen 293 Zellen mit PERV-BR3RY resultierte
maximal in einer Anzahl von viereinhalb Repeats in der 5LTR, dieteme Viren
beinhalteten nach Adaption in der Zellkultur dreieinhalb LTRs (Scheef et al., 2001).
Aufgrund der hohen Anzahl an Integrationsstellen von PERV im Schweineggesiaitet

sich der Ansatz zur Generierung von ,PERV-freien“ Schweinen fUAdveendung in der

XTx als sehr problematisch. Deshalb ist die Kenntnis Uber diehredemen genutzten
Rezeptoren der PERV ein wichtiger Aspekt fur eine mogliche >Biglang wurde der
humane PERV-A Rezeptor identifiziert (Ericsson et al., 2003). Iredi8tudie wurden
MLV Pseudotypen mit dem PERV-A/@&nv+Gen verwendet. Trotz des ecotropen
Wirtstropismus von PERV-C ware die ldentifikation des Rezeptors \emeldung, um
Schweinezellen auf das Vorhandensein dieser Rezeptoren hin zu aealybialls die
PERV-C Partikel in der Lage sein sollten Schweinezellen tieftitender spezifischer
Rezeptoren zu infizieren, so wére ein alternativer Infektionswdgamden, der ein neues
Potential schaffen wurde. In einer Studie konnte gezeigt werden, d&bddtachenteil

(SU) des Env-C Proteins auf humanen 293 Zellen binden kann und lediglich ein
Unterschied von neun Aminosauren, in den fur die Bindung wichtigen Sequenzen
zwischen PERV-A und PERV-C, vorhanden ist (Gemeniano et al., 2006). In dem
Vergleich zwischen den neun Aminosauren zwischen der publizierten LER&quenz

und PERV-C(1312) zeigte sich an der ersten Aminosaureposition eineitgienmung

mit der PERV-A Sequenz (Abb. 3.6). Es stellt sich die Frage, ob&RER312) aufgrund

der einen unterschiedlichen Aminosaure, die homolog zu der von PERVHAdSTt, Lage
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ist, an die humanen Zellén vitro anzuheften. Uber Immunfluoreszenzanalysen kénnten
man die Bindefahigkeit Gberprifen.

Ein wichtiger Sicherheitsaspekt fur die XTx ware die chromoserhakalisierung der
Integrationsorte. In einer kurzlich durchgefihrten Studie wurde dieage$iellung
analysiert (Moalic et al., 2006). Dabei konnte durch PCR-Analysegefstit werden, das
PERV, genau wie das murine Leukamievirus (MLV), vorzugsweise in-@pBen
Regionen im Genom von humanen 293 Zellen integriert. Dabei wurde gefasgtsich
direkt neben dem Integrationsort eine palindromische Sequenz von achp&ass
befindet. Diese Sequenz konnte bei einer Durchmusterung der genomisahlkeenFlies
isolierten Klons PERV-C(1312) nicht identifiziert werden. Fur MIs¥ bekannt, dass die
Insertion des Virusgenoms in das Genom der infizierten Zellermr éiktivierung von
Protoonkogenen fuhrt, wodurch das Potential einer Tumorbildung erhdht wird (Nwahim
et al., 1999; Wu et al., 2003). Bislang wurde diese Beobachtung fur PERNrief Zellen
noch nicht gemacht, doch ist dieses Risiko nicht auszuschlieR3en. kenstéden mul3 die
Analyse eines alternativen Infektionswegs, da durch Inkorporation des
immunregulatorischen Proteins (hDAF bzw. CD55) in PERV Partikel \dags in
immunsupprimierten Rezipienten vor Inaktivierung durch das Komplememtsyste
geschutzt ist. Dadurch bestiinde die Mdglichkeit einer Infektion durchrekBmbinante
PERV-A/C oder PERV-B/C, die zusatzlich hDAF auf ihrer Virusfibehe prasentieren.
Weiterhin kénnte durch PERV-Partikel, die aus porzinem Gewebe Segmjewerden,
welches vona-Gal Knock-out Schweinen stammt, ein doppeltes Risiko fur den
Rezipienten bestehen. Immunologisch waren Schweineorgane, transged®Riuh® mit
einem Knock-out fulo-Gal optimal, da sie eine immunologische Antwort in Form einer
Absto3ungsreaktion des Spenderorgans oder Spendergewebes verzdgern wirden.
Virologisch betrachtet wirde dies die Barrieren ausschalten, idge RERV-Infektion

verhindern wirden.

4.2 Immunologische Detektion von PERV-C

4.2.1 Env-C spezifische Antikorper

Ein Ziel dieser Arbeit war die Etablierung von immunologischen ysszam Nachweis
von PERV-C Proteinen. Diese Werkzeuge sollen eventuell zur Uberprifang
potentiellen PERV-Infektionen oder zur frihzeitigen Detektion von PER¥eRen vor
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bzw. nach einer Xenotransplantation dienen. Hierzu wurden ein polyklonalssrdnt

aus Kaninchen und ein monoklonaler Antikérper BuSoli generiert. Beide Antikdrper
sind gegen den Oberflachenanteil des Env-Proteins von PERV-C gerichtet.

FUr die Generierung des polyklonalen Antiserums wurden zwei Kaninchezinem 16
Aminosaure langen Peptid immunisiert. Die grundlegenden Funktionaststster
Antikorper zu den verschiedenen Blutentnahmen bei den Kaninchen wurden mittels
ELISA (Abb. 3.14 und 3.15) durchgefuhrt. Bei der ELISA-Analyse gegen dadisplee
Peptid, das zur Immunisierung eingesetzt wurde, zeigt sich ilaWfefer Blutentnahmen

in den Antiseren beider immunisierten Kaninchen (Nr. 497 und 498) ein amstergTiter

der Antikorper, was den Erwartungen entspricht. Die Reaktivitat desehums gegen das
Immunisierungspeptid, im Vergleich zu randomisierten Peptiden, diendarem Stellen

des Env-Proteins lokalisiert sind, ist spezifisch (Abb. 3.16).

In den verschiedenen Assays waren die Antikérper unterschiedlich funktkimadas
polyklonale Antiserum konnte das Env-C Vorlauferprotein in Zelllysaten M&X-T
Zellen nachgewiesen werden. Ebenso ist die Detektion des Env-ProteiredCeB6
Zellen nachweisbar (Abb. 3.17). Diese humanen 293 Zellen produzieren MtikeRalie

mit dem Env-C-Protein pseudotypisiert sind (Takeuchi et al., 1998). @aslSn der
Western Blot Analyse ist bei diesen Zellen deutlich schwaclseebeaden MAX-T Zellen.

Dies kann durch eine langfristige Kultivierung der Zellen hervorgerwtorden sein in
deren Verlauf es zu einer Konzentrationsschwankung des Selektionsautigot
Phleoymcin kommen kann. Durch eine zu geringe Antibiotikumkonzentration kdnnte es
zum Verlust desenv+C Expressionsplasmids, auf dem sich das Resistenzgen fur
Phleomycin befindet, in den Zellen kommen. Aufgrund dessen wirden keine Env-C-
Proteine, mangels Vorhandensein, in die Viren eingebaut werden kdnnenr Bgntleese

des Env-Proteins wird eine gespleil@ev mRNA zu den Ribosomen transportiert, an
denen die Translation stattfindet und eine Signalsequenz angeheftkt di@ den
Transport des Polyproteins zu dem rauen endoplasmatischen Retikuluntelerimort
erfolgt die Glykosilierung und Faltung des Polyproteins und die Bildung von E
Trimeren. Im Golgi-Apparat erfolgt durch eine zellulare Pratedse Spaltung des
Polyproteins in SU und TM. Im Anschlu3 werden die Proteine zur Zellébbe
transportiert, um dort in die Viren eingebaut zu werden (Coffin, 1997).pDklonale
Antiserum ist lediglich in der Lage das Env-C-Polyprotein zu dietekt. Dies kann
eventuell an einer verminderten Bildung bzw. verminderten ProzessigiesgeEnv-

Polyproteins liegen. Die elektronenmikroskopischen Analysen zeigen deandich
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geringere Bildung von PERV-C Viruspartikeln, im Vergleich zu PERYder PERV-B
Virionen, was an dem verminderten prozessierten Env-Protein in degsdih der
Wirtszelle liegen kann.

Die Spezifitat des polyklonalen Antiserums gp70_c1 ist auch beim Nggldes Env-C-
Proteins in Viruspartikeln vorhanden, die aus MAX-T Zellen freige¢setuurden. Die
Negativkontrolle auf PERV-A bzw. auf PERV-B Partikeln aus 293esdelteigt keine
Reaktivitat des Antiserums, was auf den Aminosaureunterschied in der
Rezeptorbindedomane zwischen den PERVs zurlickzufuhren ist, in der das dgsitop
Antiserums lokalisiert ist (Abb. 3.18). Die Uberprifung der Speziflgg monoklonalen
Antikorpers zeigte das gleiche Ergebnis wie flr das polyklonalesé&nim. Er reagierte
spezifisch mit PERV-C Partikeln aus MAX-T Zellen, zeigteerakeine Reaktivitat mit
Partikeln von PERV-A oder PERV-B (Abb. 3.19). Mit beiden Antikérpern konntelasir
Vorlauferprotein von Env-C nachgewiesen werden. Dies deutet auf eiherhaleen
Anteil an unreifen Viruspartikeln im Zellkulturiiberstand hin. Wéhrend Rigfung der
Partikel wird durch eine virale Protease am N-terminalen Ensl@ BeProteins, welches
im Virion Uber Disulfidbriicken mit dem SU verbunden ist, das R-Pepti@spadien
(Coffin, 1997). Dadurch wird die Infektiositat des Viruspartikels ermstigl Die Grole
des nachgewiesenen Proteins im Western Blot ware somit fesi Rartikeln aufgrund des
abgespaltenden R-Peptids geringer, was in den durchgefuhrten AnalysedeniFall ist.

In Immunfluoreszenz Analysen mit dem Antiserum gp70_cl konnten in MAXIerZ
und mit PERV-C(1312) infizierten ST-IOWA Zellen randstandige Segndetektiert
werden, die auf das Vorhandensein des Env-C Proteins im Zytoplasma uder an
Zellmembran hindeuten (Abb. 3.20 A und D). Allerdings zeigt das Antiserirden ST-
IOWA Zellen einen sehr starken Hintergrund. Unter Bericksichtigung de
elektronenmiskroskopischen Aufnahmen und den Western Blot Analysen ins&iity
liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei den Signalen um Env-Vgtatdere handelt,
die kurz vor der proteolytischen Spaltung stehen oder sich noch im ERldef{Einfeld,
1996). PERV-Proteine konnten durch den monoklonalen Antikdrper in
Immunfluoreszenzen nicht detektiert werden, in Zelllysaten zeigtereuzrreaktivitaten
mit Env-A und Env-B Proteinen. Ein Grund fir die unterschiedlichen Spgeifitder
Antikorper kbnnte der 6x HisTag sein, der N-terminal an den monoklonalek&Arer
gekoppelt ist. Durch diese zuséatzlichen Aminoséuren kann eventuell msevige des
monoklonalen Antikdrpers negativ beeinflusst werden. Dieser Restfghlpolyklonalen

Antiserum.
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4.2.2 Expression von rekombinantem Env-C Protein

Als GroRenvergleich fur die nachgewiesenen Env-C Proteine in derhieelscen oben
erwahnten immunologischen Assays und zur Anwendung als Positivkontrolle bzw.
Spezifitatstest des polyklonalen Antiserums erfolgte die Exipresson rekombinanten
PERV-C Proteinen. Hierfir wurden zwei unterschiedliche Systemveeweet. Fur beide
Expressionssysteme war eine Klonierung von Expressionsvektoren notwEidigie
prokaryotische Expression H.coli Zellen wurden zwei Vektoren kloniert, die zum einen
den gesamten offenen Leserahmen fir das Env-C Protein und zum andggiesh lden
Oberflachenanteil des Env-C Proteins enthalten (Abb. 3.21). Die Sequegeerbeider
envC Sequenzen zeigten Uber die gesamte Lange eine komplette HemloBERV-
MSL, die als Vergleichssequenz verwendet wurde. Nach Transfornuaitbimduktion der
E.coli Zellen mit dem Expressionsplasmid bei 30°C und 37°C konnte in einem
Polyacryamidgel nach SympliBlueSafestain Farbung keines der beelembinant
exprimierten Proteine als Fusionsprotein mit einem 6x HisTagLysaten der
Bakterienzellen drei Stunden nach Induktion mit IPTG (10mM Endkonzentration)
nachgewiesen werden. Dies kann unter anderem auf die Temperatundvéérénduktion

und die Endkonzentration des zur Induktion der Expression benotigten IPTG zurtudkgefuhr
werden.

Der zweite Ansatz zur rekombinanten Expression von Env-C Proteineandest der
Verwendung des Bac-to-Bac Systems (Invitrogen), das auf der Bkprewxon
rekombinanten Proteinen in Insektenzellen beruht. Nach erfolgreichereKlagi der
beidenen+C Sequenzen (Abb. 3.22) wurden rekombinante Baculoviren erzeugt, mit denen
anschlieend SF9 und HighFive Insektenzellen infiziert wurden. Der N&cller in den
infizierten Insektenzellen rekombinant exprimierten Proteine wurdehdWfestern Blot
Analyse mit dem polyklonalem Antiserum gp70_c1 durchgefuhrt. Fir beidinigel
konnte 96 Stunden nach Infektion das starkste Signal beobachtet werden.HighH8ige
Zellen war das Signal in den Western Blot Analysen fiir das rekambiexprimierte
Oberflachenpotein und fir das gesamte Env-C Protein im Verlaufxgeed$Sion, sowohl

in Zelllysaten als auch in Zellkulturiberstand, starker als in d&nhZ®llen (Daten nicht
gezeigt). Da es sich bei den rekombinant erzeugten Proteinen uongfusteine mit
einem 6xHisTag handelt, wurde eine Kontrolle mit einem Anti HisPatikorper
durchgefihrt (Daten nicht gezeigt). Bei dieser Analyse korteheatdie Grol3en der Signale

mit denen des polyklonalen Antiserums, somit konnte nachgewiesen werden, das
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rekombinante Fusionsproteine hergestellt wurden. Da den Insektenzellen dfsir
Serinprotease fehlt (Morikawa et al., 1993; Einfeld, 1996), die fur dieegybische
Spaltung des Env-Vorlauferproteins in Transmembranteil und Oberflacheinp(&tJ)
verantwortlich ist, kann in dem Assay zur Expression des gesamte@-Proteins nur
das Vorlauferprotein, aber kein SU nachgewiesen werden.

Eine Analyse auf Kreuzreaktivitat der Antikorper mit ander&tetroviren wurde in dieser
Arbeit nicht durchgefuhrt, ware jedoch fir ein Screening Verfahredi@iKXTx essentiell,
um z.B. auszuschlieRen, dass dieser Antikorper eventuell mit Proteineersiehiedenen
HERYV Familien in dem human Rezipienten interagiert. Weiterhinelidiese generierten
Antikorper nicht mity-Retroviren z.B. der Maus oder der Katze kreuzreagieren, um somit
eine Anwendung fur ein eventuelles Tiermodell zu ermdglichen.

Auch wenn ein Nachweis von PERV-Proteinen nicht so sensitiv iseme analytische
PCR, so ist es trotzdem ein wichtiger Nachweis der Prasenzvivalen PERV-C
Proteinen. In den meistens Geweben wird PERV mRNA transkribikntiags werden
nur selten Viren gebildet (Patience et al., 1997, Akiyoshi et al., 19@&hkat al., 2000).
Somit bedeutet der Nachweis von viralen PERV-C Proteinen wahrscheiié Detektion
von vorhandenen Virionen und stellt ein Nachweisbindeglied zwischen RNAe&sxpn

und Proteintranslation dar.
4.3 Rekombination von endogenen Retroviren

Durch die Tatsache, dafRetroviren in der Lage sind zu rekombinieren, sollte in dieser
Arbeit das Rekombinatiosvermdgen des isolierten  replikationskompetenten
Molekularklons PERV-C(1312) mit bekannten PERV-Sequenzen untersucht werden.
Gammaretroviren unterliegen haufig einer Rekombination. Die Rekondnseadie fur das
murine Leukamievirus (MLV) betragt 4,7x20pro Nukleotid und Replikationszyklus
(Negroni et al., 2001). Bei einer durchschnittlichen GréRe des viraleon@evon neun
Kilobasen entspricht dies einer Replikationsrate von 4,23 %. In eingstisthen
Auswertung von publizierten PERV Sequenzen konnten Rekombinationen in allen
Bereichen degnwvGens identifiziert werden. Die Sequenzen, die bei dieser Analyse
Minischweinen stammten, waren zum gréf3ten EeNA/C RekombinationenenvB/C
konnte zum geringen Teil ebenfalls nachgewiesen werden (Klymiak, &003). Fur die

XTx werden Schweine bendtigt, die mdglichst frei von funktionellen PERM oder

keine polytropen Viruspartikel freisetzen kdnnen, die in der Lage wiuesrane Zellen
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des immunsupprimierten Rezipienten zu infizieren. Zellen aus Schweme dem
Haplotypen d/d des SLA bilden lediglich ecotrope PERV (Oldmixon .et2802). Es
konnte gezeigt werden, dass die PERV Partikel, die in der Lagsvamane Zellem

vitro zu infizieren, exogene rekombinante PERV-A/C Virionen waren (Woadl,e2004).
Diese Viren waren allerdings nicht in der Keimzellbahn diesgmnw®ine verankert,
sondern entstanden durch Rekombination von exogenen Retroviren. Die offenen
Leserahmen fienvA, die durch genomische Kartierung in diesen Schweinen identifiziert
wurden, waren nicht funktional (Scobie et al., 2004). Die Annahme der exogenen
Rekombination wurde kurzlich durch die Identifizierung von zwei PERV-8&Quenzen
mittels PCR im Genom der oben genannten Minischweine widerlegtitivet al., 2006).
Aufgrund der Tatsache, dass bisher die PERV-A/C Rekombination amakysirde, war

ein Ziel dieser Arbeit die Generierung eines exogenen rekombin®HBY-B/C, um
vergleichen zu koénnen, ob dieses Virus ein vergleichbares PotentiaPER/-A/C
Rekombinanten besitzt. Die Sequenzgrundlagen bildeten der Molekularklon -PERV
B(33)/ATG und PERV-C(1312). Wie bei der A/C-Rekombination sollte aisatyserden,

ob PERV-C die Grundlage fur eine Rekombinante bilden kann, in der diptBeBende
Domane (RBD) von PERV-B vorhanden ist, in der die variable Region A ufMRA,,

VRB), sowie die Prolin-reiche Region (PRR) lokalisiert sind (Abb. 4.1).

F 3
F 3

™ —

k4

SU

VRA VRB PRR

Abb. 4.1: Schematische Darstellung des Env-Proteins SU, Oberflachenprotein; TM,
Transmembranprotein; VRA, variable Region A; VRBirigble Region B; PRR, Prolin-reiche Region

(modifiziert nach Gemeniano et al., 2006).

In dem ersten Ansatz wurde Plasmid-DNA des Molekularklons PERZ42) in PERV-
B(33)/ATG produzierende Zellen transfiziert. Das Virus war inldeye in das Genom der
humanen 293 Zellen zu integrieren (Tab. 3.4). Die Kultivierung der Zeltetgte tber
vier Wochen. Im Verlauf dieser Kultivierung konnten ab der zweiten Waibére
Kultivierung keine PERV-C Sequenzen mehr nachgewiesen, ausschligPhBY-
B(33)/ATG wurden bis zum Ende der Kultivierung detektiert. In den PBRB3B)/ATG
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Sequenzen kam es lediglich zu Punktmutationen. In den vier Wochen derdfulttyider
transfizierten 293 Zellen konnte keine PERV-B/C Sequenz im Genonifierttwerden.
Dies kann im Zusammenhang mit der Anzahl der sequenzierten Klgas,lidie nicht
ausreichend war, um eine Integration einer rekombinanten Virus nackeaw&/&hrend
der Kultivierung der Zellen wurden jede Woche aus 50 % der Zellen B&h®dmische
DNA prapariert, die als Template fir die Nachweis-PCR diedessen Amplifikat
sequenziert wurde. Die restlichen Zellen wurde im Verhéltnis itlnaiven humanen
293FT Zellen vermischt, um somit einer moglichen PERV-Rekombinardge dedlen zur
Infektion bereitzustellen. Dieses Mischverhaltnis der Zellen, zlid@tzu einer geringen
Transfektionseffizienz des Plasmids PERV-C(1312), kdnnte ein wei@nend sein,
weshalb bei diesem Ansatz keine Integration einer PERV-B/C Rskante
nachgewiesen werden konnte. Durch das Vermischen mit uninfiziertkm Bellite eine
virale Interferenz verhindert werden, bei der nach Infektion einetitedition mit homo-
oder heterologen Viren durch Replikationshemmung verhindert wird (Coffin, 1D85).
ware bei 293 Zellen infiziert mit PERV-B(33)/ATG der Fall, dlase, wie eine potentielle
Rekombinante, den gleichen Rezeptor fur die Infektion verwenden wirden. Durch de
erhohten Titer eines PERV-A/C Virus (Harrison et al., 2004) waEdivartung, dass eine
PERV-B/C Rekombinante ebenfalls replikationskompetenter als ewvesd®@ERV-Virus
ist. Somit sollten im Verlauf nur noch 293 Zellen, infiziert mitRREB/C nachweisbar
sein, die gegenuber PERV-B(33)/ATG in der Zellkultur dominieren. B&dguenzierung
die Hypothese nicht bestatigen konnten und durch die limitierte Sequerngieon
Sequenzen, wurde ein genereller Nachweis mittels PCR durchgeii@rterhaltenen
Signale korrelieren mit den Analysen der Sequenzierung. Die PEBIYBTG PCR
zeigt fur den Verlauf der Kultivierung eine gleichbleibende Intéahsiés Signals, wahrend
das Signal fur die PERV-C(1312) PCR abnahm. Dies kdnnte im Zusammanitashgm
oben erwahnten Verdinnen der PERV-infizierten Zellen stehen. Ein lmlstGrund fir
den negativen Nachweis einer PERV-B/C Rekombinante kann die geringer
transkriptionelle Aktivitat aufgrund fehlender Promotorelemente in5defR sein. Die
Expression an PERV-C(1312) genomischer RNA ist nicht auszureichenth BERV-
Partikel eingebaut zu werden. Ein Western Blot auf Zellkulturibetdtéannte zeigen, ob
generell PERV-C Partikel freigesetzt wurden.

Durch Transfektion eines Deletetionsplasmids des Molekularklons FEBI}ATG in
MAX-T Zellen sollte analysiert werden, ob eine Pseudotypisierund?&RV-C Partikeln
mit PERV Env-B Proteinen mdoglich ist. Durch die Verwendung der MAZXelllinie
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sollte ausgeschlossen werden, dass polytrope PERV-Partikel gehbitteen, was
bedeutet, dass diese Zelllinie keine funktionsféahigen offenen LeseraftiimdasenvA
oder —B Gen besitzt. Wahrend der Kultivierung der transfiziertelerzélr vier Wochen
wurden an verschiedenen Zeitpunkten Uberstande entnommen, die anschlieReanhin ei
RT-Test analysiert wurden. Die Positivkontrollen entsprachen denrtdngan. Die
293PERV-PK Zellen und MAX-T Zellen zeigten vergleichbar hohe RTivi&t, der
Nachweis von RT aus den mit PERV-C infizierten ST-IOWA ZelWar deutlich geringer.
Fur die Kultivierung war die Hypothese, dass sich entweder PERdrBkel bilden, die

in der Lage wéaren anschlieBend humane Zellen zu infizieren odercMméren
entstehen, die sowohl das Env-C als auch das Env-B Protein in dieePiaftorporiert
haben. In Pseudotypisierungsansatzen in immundefizienten M&usen inkorpoaikste
drei Klassen von PERV (nach XTx von porzinen Inselzellen) das xendamop&rotein
von MLV, wodurch PERV-C in der Lage war, humane Zellen zu infiziefemderdem
konnte durch diese Pseudotypisierung der Wirtstropismus von PERV aufhnitiaine
Primatenzellen erweitert werden (Martina et al., 2005). Wertevhirde fur Lentiviren
eine Psdeudotypisierung durch MLV Env-Proteine nachgewiesen (Cronin et al., 2005).
In beiden Fallen ware ein Nachweis in dem Uberstand von 293 Zelleneiabhwy die mit
dem RT-positivem Zellkulturiiberstand der transfizierten MAX-Tletelfir 48 Stunden
inkubiert wurden. Mit dieser Inkubationszeit sollte sichergesteilt,sdass der virale
Replikationszyklus mindestens einmal durchlaufen wurde (Coffin et al., .1997)
AnschlieRend erfolgte die Kultivierung der Zellen fur 10 Tage. An sabéedlichen
Tagen wurden, wie zuvor fir die MAX-T Zellen, Uberstande entnommen uethém
RT-Test analysiert. Dabei konnte zu keinem Zeitpunkt der Kultiviederg293 Zellen
eine signifikante RT-Aktivitdt nachgewiesen werden. Eine Ursakbante eine
verminderte Transfektionseffizienz desvB tragenden Plasmids sein und weiterhin die
Expression des Env-B Proteins. Eine Immunfluoreszenzanalyse odeerkVésnt auf
Zelllysaten der transfizierten MAX-T Zellen kdnnte aufklaren, ole @erringerte oder gar
keine Expression von Env-B stattgefunden hat. Dieser Ansatz ersaleaiinmchgefuhrt,
eine  Wiederholung mit Variationen bei der Transfektion und anderen
Teilungsverhaltnissen bei der Kultivierung der Zellen kénnte eventuedsebe

Voraussetzungen schaffen.
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5 Zusammenfassung

Durch die vertikale Vererbung von endogenen Retroviren, deren Fahigkeit hideibare

in vitro zu infizieren und ihrer Rekombinationsfahigkeit besteht ein Risikopatdydi der
Verwendung porziner Gewebe bzw. Organe im Rahmen der XTx, weshalizreening
auf PERV im Genom von Spendertieren und eine immunologische Kontrolle von
Xenotransplantatempfangern von Bedeutung ist.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten vier native, teilweise unvollstandigeyirale
Sequenzen aus einer Genbibliothek einer Zelllinie von Minischweinearisatrden. Der
Molekularklon PERV-C(1312) zeigt die vollstdndigen Leserahmen fligdgs pol- und
env+Gen, die 5’LTR Sequenz beinhaltet einen Repeat mit 39 bp. Das $tiinsdier Lage
produktiv porzine ST-IOWA Zellem vitro zu infizieren und nach Transfektion in humane
Nierenzellen in das Genom zu integrieren.

Eine Rekombination mit PERV-B(33)/ATG Partikeln konnte nicht geasmgiden. Nach
Transfektion von Deletionsmutanten von PERV-B(33)/ATG in MAX-T Zeltignen das
gag undpol-Gen fehlte und lediglich der offene Leserahmen flresdagGen intakt war,
konnte keine Rekombination bzw. Inkorporation von Env-B Proteinen in PERV-C
Partikeln nachgewiesen werden.

Fir eine immunologische Detektion des Env-C Proteins wurde ein polyldonale
Antiserums in Kaninchen generiert und ein monoklonaler Antikdrper helfgesie
Epitope fur beide Antikorper sind im SU desvC Gens lokalisiert. Das Env-C Protein
kann durch das polyklonale Antiserum durch Western Blot Analyse inyZa#in und in
immunhistochemischen Analysen in verschiedenen Zelllinien detektiert werden.

In PERV-C Partikeln wird das Env-Protein sowohl durch das polyklonalsekam als
auch durch den monoklonalen Antikoérper spezifisch detektiert.

Durch den immunologischen Nachweis von PERV-C Proteinen ist es mdaglidinblick

auf eine XTx den Nachweis dieser Proteine in mdglichen Rezipiestechzufihren.
Durch die zusatzlich isolierten Flankensequenzen des replikationskonepetent
Molekularklons PERV-C(1312) ware eine Screening Methode, durch die Newwg
einer spezifischen Flankensonde, méglich, um genomische Integratiomsdrsamit die
Préasenz dieses Provirus in den Zellen des Spendertieres vorab zu @berpriimdglichst
Spendertiere fur eine XTx zu verwenden, die frei von PERV-C(1312) somdit &istet
diese Arbeit einen Beitrag zur besseren Evaluierung des Risikaptstentikiinftiger

Xenotransplantationen.
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7 Abkirzungsverzeichnis

Aminosauren

A Alanin

C Cystein

D Aspartat

E Glutamat

F Phenylalanin

G Glycin

H Histidin

I Isoleucin

K Lysin

L Leucin

M Methionin

N Asparagin

P Prolin

Q Glutamin

R Arginin

S Serin

T Threonin

\% Valin

W Thryptophan

Y Tyrosin

Abkurzungen

Abb. Abbildung

Acc. No. Accession Nummer (accession number)
APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

BAP bakterielle alkalische Phosphatase

bp Basenpaare

BrdUTP Bromo-deoxyuridintriphosphat

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumine)
bzw. beziehungsweise

ca. circa

CA Kapsidprotein (capsid)

Cap 7-Methylguanosintriphosphatmodifikation
CIP intestinale alkalische Phosphatase des Kalbes (calf intestinal plasspha
cpm Zahler pro Minute (counts per minute)
DMEM Dulbecco’s modifiziertes Eagle’s Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP 2 -Desoxy-Nukleosid-5"-Triphosphat
dsDNA doppelstrangige DNA

EDTA Ethylendiamin Tetraessigsaure

envGen envelopeGen, Gen das fur retrovirale Oberflachenprotein kodiert
Env retrovirales Oberflachenprotein (Envelope-Protein)

et al. Et alii, und andere



Abklrzungsverzeichnis 105

FKS
Gag

h

HAR
IN

kb
kDa
LB
LTR
mg
min
MLV
mM
MRNA
muU/ml
nt
ORF
PBS
PBS
PCR
PERV
pfu

p.l.
PMSF
Pol
pol-Gen
poly(A)
p.T.
RNA
RT
SA
Sec.
SD
SDS
SSC
Tab.
TAE
TBS
TEMED
™

U

fotales Kalberserum

gruppenspezifische Antigene

Stunde (hour)

hyperakute Abstof3ungsreaktion (hyperacute rejection)
Integrase

Kilobasen

Kilodalton

Luria-Bertani-Medium

retroviraler Promoter (Long Terminal Repeat)
Milligramm

Minute
murines Leukamievirus

millimolar

messenger RNA

milli Units pro Milliliter

Nukleotid

offener Leserahmen (open reading frame)
Primer Bindestelle

Phosphat gepufferte Saline (phosphate buffered saline)
Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
porzines endogenes Retrovirus

Einheiten des Virustiters (plague forming units)
post-Infektion

Phenylmethansulfonyl Fluorid

Polymerase

Polymerase Gen

Polyadenylierungssignal

post-Transfektion

Ribonukleinsaure

Reverse Transkriptase

Spliceakzeptor

Sekunde

Splicedonor

Natriumdodecylsulfat

Natriumcitrat (saline sodium citrate)

Tabelle

Tris-Essigsaure-EDTA

Tris gepufferte Saline (tris buffered saline)
Tetramethylethyldiamin
Transmembranprotein

Einheiten (units)



Anhang 106

8 Anhang
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Abb. 8.1: Sequenzvergleich zwischen der 5LTR von BRV-MSL und PERV-C(1312). Die grau
unterlegten Nukleotide zeigen die homologen Bereithischen beiden Sequenzen, Nukleotidunterschiede
sind nicht unterlegt. Die Striche bedeuten dasdtetlies Nukleotids.
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