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Abstrakt:

Einleitung: Die im Genom der Schweine integrierten porzinen endogenen Retroviren
(PERV) gehoren zu den potentiellen humanpathogenen Erregern, die eines der Risiken bei der
Xenotransplantation darstellen. Fir die Abschatzung des Infektionsrisikos von PERV sind
drei Verfahrensweisen von Bedeutung: Erstens die Evaluierung der PERV-Freisetzung aus
porzinen Zellen und Geweben; Zweitens die Etablierung eines In vivo-Infektionsmodells und
Drittens ein retrospektives Screenen von Patienten. Methoden: Die PERV-Expression in
Inselzellen von Schweinen der Deutschen Landrasse wurde in vitro und in vivo evaluiert.
AnschlieBend wurde PERV auf nicht-humanen Primatenzellen passagiert. In einem zweiten
Modellversuch wurde murinen Zellen in vitro und SCID-Méusen in vivo zellfreies PERV
appliziert. SchlieRlich wurden Seren von Patienten analysiert. Ergebnisse: Die untersuchten
Inselzellen setzten keine Viruspartikel frei und konnten somit weder humane Zellen noch
BALB/c-Mduse infizieren. Die verwendeten Affenzellen produzierten infektioses PERV mit
geringer Replikation. Weder in den murinen Modellversuchen noch in den untersuchten
Patienten wurde eine Ubertragung von PERV beobachtet. Schlussfolgerung: Schweine der
Deutschen Landrasse kdnnten als Ausgangsbasis fur die Zucht sicherer Schweine fir die
Xenotransplantation dienen. Da keine Infektion verschiedener muriner Zellen mit PERV
beobachtet wurde, muss angenommen werden, dass Publikationen anderer Arbeitsgruppen,
die eine PERV-Infektion in SCID-M&usen diagnostizierten, ein falsch-positives Ergebnis
aufgrund von Mikrochimarismus oder aufgrund von Pseudotypisierungen mit murinen
endogenen Retroviren wiedergeben. Unsere Befunde werden dadurch erhdrtet, dass der
Rezeptor fir PERV-A auf murinen Zellen nicht exprimiert wird und diese auch in vitro nicht
infiziert werden konnten. In Ubereinstimmung mit den weltweit etwa 200 behandelten
Patienten konnte auch in den beiden neuen Studien keine Ubertragung von PERV festgestellt

werden.

Schlagworter: Porzine endogene Retroviren, Xenotransplantation, Transmission, Tiermodell



Abstract:

Objective: Porcine endogenous retroviruses (PERVS) are integrated in the porcine genome
and are able to infect human cells in vitro. Therefore, PERVs are one of the possible
pathogens which poses a risk for xenotransplantations. In this study three significant methods
were used to evaluate the infectious risk of PERV: The release of PERV particles from
porcine cells and tissues, the formation of an in vivo infection model and a retrospective
screening of patients. Methods: Islet cells from german landrace pigs were co-cultivated with
human cells in vitro and were transplanted in BALB/c mice in vivo. Serial passaging
experiments were performed with nonhuman primate cells. Murine cells were incubated in
vitro and SCID mice in vivo with PERV. Sera of patients who were treated ex vivo with
porcine liver cells and who had received islet cells were investigated for antibodies against
PERV. Results: No virus release were observed in german landrace islet cells, thus they were
neither able to infect human cells nor BALB/c mice. The used nonhuman primate cells
released low replicating PERVs. None of the murine cells could be infected by PERV and no
provirus integration was observed in different SCID mice organs. PERV-specific antibodies
were found in none of the investigated patients. Conclusion: German landrace pigs could be
used as a source for breeding safe genetically modified pigs suitable for xenotransplantation.
Since there were no detectable PERV infection of different murine cells and SCID mice, it
have to be supposed, that previously reported PERV transmissions to SCID mice might be
due to microchimerism or to pseudotyping of murine endogenous retroviruses. Our results
were confirmed by the fact, that the receptor for PERV-A is not expressed on murine cells
and that these cells could not be infected in vitro. The absence of a PERV transmission in the
investigated patients, correspond to the results obtained from approximately twohundred

treated patients worldwide.

Keywords: Porcine endogenous retroviruses, Xenotransplantation, Transmission, Animal
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Xenotransplantation

Durch die stete Zunahme erfolgreicher Transplantationen in den letzten Jahrzehnten besteht
heute ein Mangel an verfugbaren Spenderorganen, so dass etwa ein Viertel der Patienten, die
auf ein Transplantat warten, im Verlauf ihrer Wartezeit versterben. Neben der Entwicklung
kinstlicher Organe (Malchesky, 2004) und der Herstellung von Geweben aus korpereigenen
Zellen mittels Tissue Engineering (Tanczos, et al., 1999) hat die moderne Medizin auf der
Suche nach Alternativen zur Allotransplantation die Forschung auf dem Gebiet der
Xenotransplantation in den letzten Jahren intensiviert. Die Xenotransplantation konnte eine
Maglichkeit bieten, den akuten Organmangel zumindest zeitweise zu verringern. Unter
Xenotransplantation versteht man die Transplantation und Implantation von Zellen, Geweben
und Organen einer Spezies in eine andere. In Erweiterung der Definition wird auch der ex
vivo Kontakt von Korperflissigkeiten, Zellen, Geweben und Organen einer Spezies mit denen
einer anderen Spezies als Xenotransplantation bezeichnet. Die Xenotransplantation hat
gegeniber der Allotransplantation einige potentielle Vorteile: Erstens bietet sie eine beinahe
unbegrenzte Quelle an Zellen, Geweben und Organen, zweitens ist die Zeitplanung nicht
mehr von der unvorhersehbaren Verfligbarkeit eines Spenderorgans abhangig, was eine
bessere Planung der Organentnahme fiir die sofortige Transplantation als auch eine
immunologische Vorbehandlung des Empfangers, falls nétig, erlaubt, und drittens das Risiko
einer Infektion kann minimiert werden durch die Kontrolle von mdglichen Pathogenen, denen
die Spendertiere in der Haltung ausgesetzt sind, und durch intensive Voruntersuchungen vor
der Organentnahme. Jedoch birgt die Xenotransplantation auch zahlreiche Risiken. Diese
beinhalten immunologische Komplikationen, wie das Risiko der hyperakuten und akuten
vaskularen Abstoung, was moglicherweise eine erhohte Immunsuppression erfordert, die
wiederum das Risiko einer gréReren Infektionsgefahr birgt. Weiterhin besteht das Risiko einer
mdoglichen Infektion mit Pathogenen Uber die Grenzen einer Spezies hinaus. Schliellich
bestehen zahlreiche ethische, rechtliche und soziale Bedenken gegen die Xenotransplantation.

1.2 Tiere als Organquelle fur die Xenotransplantation

Die immunologische Akzeptanz eines Xenotransplantates ist direkt proportional zu der
phylogenetischen Entfernung zwischen dem Spendertier und dem humanen Rezipienten.
Xenotransplantate von nicht-humanen Primaten, im Besonderen von Schimpansen, die

phylogenetisch dem Menschen am néchsten sind, bergen die geringsten immunologischen
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Risiken. Von diesem Standpunkt aus stellen nicht-humane Primaten die ideale Spezies als
Donor von Zellen, Geweben und Organen fiir die Xenotransplantation dar. Allerdings ist die
Verwendung von  Xenotransplantaten  nicht-humaner Primaten mit  besonderen
Herausforderungen verbunden. So konnte die phylogenetische Né&he einerseits die
immunologische Akzeptanz eines Xenotransplantates nicht-humaner Primaten erleichtern,
andererseits jedoch die Infektion eines Menschen mit einem infektiésen Material ermdglichen
(Allan, 1998). Die Ubertragung von Pathogenen iiber die Speziesgrenzen hinaus wird
Zoonose, im Spezialfall der Xenotransplantation auch Xenose genannt. Zu den Beispielen
verheerender humaner Krankheiten, die von nicht-humanen Primaten Ubertragen wurden,
gehdren HIV-1 von Schimpansen (Gao, et al., 1999), HIV-2 von Rauchgrauen Mangaben
(Daniel, et al., 1987), das Marburg Virus von afrikanischen griinen Meerkatzen (Smith, et al.,
1967) und das cercopithicine Herpes Virus 1 (B Virus) von Makakken (CDC, 1998). Jedoch
haben auch andere Spezies, die nicht zu den Primaten gehoren, geféhrliche Krankheiten auf
den Menschen Ubertragen, wie zum Beispiel die Nipah Virus induzierte Encephalitis vom
Schwein (Paton, et al., 1999), das pulmonare Syndrom von Hantaviren der Maus (Chapman
and Khabbaz, 1994) und SARS (Severe Acute Respiratory Syndrome) von Coronaviren der
Zibetkatze (Drosten, et al., 2003; Ksiazek, et al., 2003; Kuiken, et al., 2003). Zusétzlich zu
dem Risiko, dass infektidses Material nicht-humaner Primaten aufgrund der phylogenetischen
und immunologischen Nahe zum Menschen einen Vorteil bei der Etablierung einer Infektion
im Menschen haben wird, erhéht sich das Risiko einer Infektion des Menschen durch
persistierende Viren, die in nicht-humanen Primaten bisher nicht erkannt wurden. Nicht-
humane Primaten sind oft mit persistierenden Viren infiziert, die in den Spezies, in denen sie
endemisch sind, keine offensichtlichen Krankheiten verursachen, aber geféhrliche
Krankheiten in Menschen oder anderen nicht-humanen Primaten auslésen kdnnen, zum
Beispiel das cercopithicine Herpes Virus 1, das in Makakken apathogen ist, aber im
Menschen und anderen Primaten schwere Encephalitis verursachen kann (CDC, 1998;
Holmes, et al., 1995); das simiane hamorrhagische Fieber Virus, das unauffallig in Patas
Affen persistiert, aber in Makakken fatale hdamorrhagische Krankheiten verursacht (Dalgard,
et al.,, 1992); und das simiane Immunschwéche Virus (SIV), das keine Immunschwache-
Krankheit in Rauchgrauen Mangaben auslost, aber in Makakken (Daniel, et al., 1987).
Zusétzlich persistieren in nicht-humanen Primaten Retroviren, die sich nur schwer oder gar
nicht aus einer Population eliminieren lassen. Das Genom des simianen Foamy-Virus (SFV)
ist latent in allen Zellen der naturlich infizierten afrikanischen griinen Meerkatzen vorhanden,

wahrend die Replikation viraler Partikel nur in der Mundschleimhaut beobachtet werden
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kann. Somit ist das SFV in vielfachen Kopien in den Sekreten des Mundes der afrikanischen
grinen Meerkatze présent und kann einfach von Primat zu Primat Ubertragen werden, ohne
sexuelle oder elterliche Exposition (Falcone, et al., 1999). Das Ergebnis daraus ist, dass bei
fast allen gefangenen nicht-humanen Primaten eine SFV-Infektion vorhanden ist. Deshalb
wirde der Versuch, eine SFV-freie Zucht fur die Xenotransplantation zu entwickeln, einen
erheblichen finanziellen und zeitlichen Aufwand erfordern, und bliebe mdglicherweise doch
erfolglos. Phylogenetische Analysen von SFV zeigen, dass das Virus Spezies-spezifische
Gruppen bildet, die auf eine Koevolution von bestimmten SFV mit bestimmten
Primatenspezies hindeuten. Trotz der Spezies-spezifischen Eigenschaften von SFV, sind
einige Spezies-Ubergreifende Infektionen von Menschen mit SFV von Pavianen,
afrikanischen griinen Meerkatzen und Schimpansen dokumentiert (Heneine, et al., 1998b;
Schweizer, et al., 1997). Doch wurden bisher keine SFV-assoziierten Krankheiten oder
Transmissionen von Mensch zu Mensch in Verbindung mit SFV-infizierten Individuen
beobachtet. Eine groRe Anzahl von Altwelt-Affen, einschlieBlich des Pavians, sind mit dem
simianen T-lymphotropen Virus (STLV) infiziert, das mit dem humanen T-lymphotropen
Virus Typ 1 (HTLV-1) nahe verwandt ist (Chikobaeva, et al., 1993; Gessain and de The,
1996; Mone, et al., 1992). Eine HTLV-1 Infektion ist mit einer lymphoproliferativen
Krankheit und Myelopathie verbunden (Manns, et al., 1999). Aufgrund der Ahnlichkeit von
STLV zu HTLV, konnte das STLV durch eine Transplantation leicht tUbertragen werden.
Sequenzen des exogenen simianen Retrovirus (SRV), das in asiatischen Makakken gefunden
wurde und Immunschwéche-Krankheiten verursacht (Lerche, et al., 1987), wurden in
Tumorgewebe nachgewiesen (Grant, et al., 1995). SchlieBlich findet man bei Pavianen ein
endogenes Retrovirus (Baboon endogenous Retrovirus, BaEV) im Genom integriert. BaEV
kommt in verschiedenen Varianten vor (Todaro, et al., 1974b; van der Kuyl, et al., 1996), es
ist im Genom jeder Zelle des Pavians vorhanden und es ist in der Lage, Zelllinien anderer
Spezies zu infizieren (Huang, et al., 1989).

Obwohl Versuche, spezifiziert Pathogen-freie (SPF) Kolonien nicht-humaner Primaten fir
Forschungszwecke zu entwickeln, zu einigen kleinen Kolonien fiihrten, mit Tieren, die frei
von einer limitierten Anzahl an Viren waren, bleiben diese Zuchtmethoden hinter denen von
SPF Schweinen zuriick. Die lange Zeitspanne zwischen Geburt und sexueller Reife, die
verlangerte Tragezeit, die geringe Nachkommenschaft (im Allgemeinen ein Junges pro
Geburt) und die komplexen sozialen Erfordernisse von nicht-humanen Primaten, erhdhen
deutlich die Zeit und die Kosten, die benétigt werden, um Kolonien zu entwickeln, die

genauso frei von Infektionen sind wie die industriell geziichteter SPF Schweine. Als Folge
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davon bleibt die endemische, mikrobielle Flora in den existierenden Populationen nicht-
humaner Primaten weniger gut definiert und die Mdglichkeit, den Kontakt zu infektidsen
Mikroorganismen oder Viren zu limitieren bleibt undurchfihrbar, im Vergleich zu
domestizierten Arten wie dem Schwein. Auch andere Betrachtungsweisen schréanken die
potentielle Verwendung von nicht-humanen Primaten als Quelle von Xenotransplantaten ein.
Viele Menschen sind der Ansicht, dass die phylogenetische Né&he von nicht-humanen
Primaten zum Menschen und deren intellektuelle und soziale Komplexitat eine besondere
ethische Betrachtung verdient (Nuffield Council on Bioethics, 1996). Besonders die Nutzung
von Schimpansen, die mit dem Menschen am ndchsten verwandt sind, in therapeutischen
Anwendungen ist durch ihren Status als gefdhrdete Art fragwirdig. Aufgrund der oben
genannten Grunde werden zukiinftige Xenotransplantationen maoglicherweise mit Zellen,
Geweben und Organen des Schweins durchgefiihrt.

Die Organe eines ausgewachsenen Minischweins erreichen eine Grolie, die sie potentiell
kompatibel mit den Organen eines erwachsenen Menschen machen. Die Lebenserwartung
eines Schweins von ungefahr dreilfig Jahren ist ebenfalls akzeptabel fur die Verwendung von
Xenotransplantaten in erwachsenen Menschen (Sachs, 1994). Trotz der geringen
phylogenetischen Ubereinstimmung werden biologische Produkte vom Schwein effektiv zur
Therapie von einigen humanen Erkrankungen, wie zum Beispiel das porzine Insulin bei
Diabetes oder der porzine Gerinnungsfaktor VIII bei der Behandlung von Hamophilie,
verwendet. Die frihe sexuelle Reife, die relativ kurze Tragezeit und die groRe Anzahl an
Nachkommen, erlaubt eine schnelle, logistisch und funktionell durchfiihrbare Etablierung von
groRen Zuchtherden mit SPF Schweinen. Die weitverbreitete gesellschaftliche Akzeptanz zur
Verwendung von Schweinen als Lebensmittel lasst auch auf eine breite gesellschaftliche
Toleranz bei der Nutzung von Schweinen fir medizinische Zwecke hoffen. Zuséatzlich kdnnte
die Tatsache, dass Menschen und Schweine schon seit Tausenden von Jahren eng
nebeneinander koexistieren, dafiir sprechen, dass Schweine ein geringeres Infektionsrisiko als
Quelle von Organspendern fir Menschen darstellen als nicht-humane Primaten. Im Gegensatz
zu der Situation mit nicht-humanen Primaten sind die Zuchtmethoden zur Generierung und
Uberwachung von SPF-Schweineherden weit entwickelt. Allerdings bestehen Bedenken
dartiber, ob die anatomischen und physiologischen Unterschiede zwischen Menschen und
Schweinen nicht deren Einsatzmdglichkeiten auf einige wenige klinische Anwendungen
beschrankt (Cooper, et al., 2002; Hammer and Thein, 2002; Soin, et al., 2001). Die geringere
phylogenetische Ubereinstimmung zwischen Menschen und Schweinen fiihrt des Weiteren zu

einigen immunologischen Komplikationen.

10



1. Einleitung

Eines der groRten Hindernisse ist die Abstollung des Xenotransplantats durch die angeborene
und adaptive Immunitét des Rezipienten. Es lassen sich mindestens drei verschiedene Arten
der Abstollung definieren: Erstens die hyperakute Abstoflung, die schon Minuten nach der
Transplantation einsetzen kann, zweitens die akute vaskuldre oder verzdgerte
Xenotransplantat-Abstollung, die frihestens 24 Stunden nach der Transplantation einsetzt
bzw. erst nach 3 bis 4 Tagen beginnt, wenn die hyperakute Abstoflung verhindert werden
konnte, und drittens die zellvermittelte AbstoBung, die nach einigen Tagen oder Wochen in
vaskularisierten Spenderorganen einsetzen kann, wenn die hyperakute und akute vaskulére
AbstoRung (berwunden werden konnten. Uber die Mechanismen, die zu einer akuten
vaskuldaren und im weiteren Verlauf zu einer zellvermittelten AbstoBung eines
Xenotransplantates fuhren, ist noch wenig bekannt (Buhler, et al., 1999; Dooldeniya and
Warrens, 2003; Dorling, 2003; Logan, 2000). Im Gegensatz dazu sind die Mechanismen der
hyperakuten AbstoBung relativ genau untersucht worden. Bei der hyperakuten Abstol3ung
werden die endothelialen Zellen des Xenotransplantats durch im Blut des Empfangers
zirkulierende xenoreaktive Antikorper gebunden und durch die anschlieRende Aktivierung der
Komplement-Kaskade zerstort (Sachs, et al., 2001). Die fur die hyperakute AbstolRung
hauptséachlich verantwortlichen Antikorper sind gegen das Karbohydrat-Epitop Galaktose-
a(1-3)-Galaktose (Galal-3Gal) gerichtet und Uber 80% der Komplement-fixierenden
xenoreaktiven Antikdrper in Humanseren erkennen dieses Epitop (Parker, et al., 1994). Anti-
Galal-3Gal-Antikorper werden im Menschen und Altwelt-Affen ein Leben lang produziert,
machen etwa 1% der zirkulierenden Immunglobuline im Korper aus (Galili, 2001) und
aktivieren effizient die Komplement-Kaskade (Mollnes and Fiane, 2003). Deshalb beruhen
die Strategien zur Pravention der hyperakuten AbstoBung auf der Neutralisierung der Effekte
der Anti-Gala1-3Gal-Antikorper und des Komplements.

Die Anti-Gala1-3Gal-Antikorper lassen sich eliminieren durch Plasmaphorese (Byrne, et al.,
2002; Kobayashi, et al., 2000), durch Immunadsorption von Immunglobulinen (Brenner, et
al., 2000) oder spezifischen Anti-Schwein-Antikorpern (Lucchiari, et al., 1997) und durch
Anti-Gala1-3Gal-Immunaffinitdtschromatographie (Xu, et al., 1998). Der Effekt dieser
Methoden ist jedoch transient, da Antikorper kontinuierlich produziert werden. Darum
wurden Versuche unternommen, das Galal-3Gal-Antigen zu reduzieren oder zu entfernen.
Dazu zéhlen Versuche wie enzymatische Behandlungen, um die Expresssion des Gala1-3Gal-
Antigens auf Endothelzellen zu vermindern (Ogawa, et al., 2002) oder durch single-chain-
Antikorper (Sepp, et al., 1999; Vanhove, et al., 1998), durch genetische Modifikationen des
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Donors und durch Induktion der Toleranz im Rezipienten (Tanemura, et al., 2002), die
intrazellulare ol-3Galaktosyltransferase zu neutralisieren. Genetische Modifikationen
beinhalten die Generierung transgener Schweine, die das Gen fir die humane
Fukosyltransferase in sich tragen (Costa, et al., 2002; Osman, et al., 1997; Sharma, et al.,
1996) oder die Herstellung von Schweinen, bei denen das Galaktosyltransferase-Gen entfernt
wurde, sogenannte Galaktosyltransferase Knock-out-Schweine (Lai, et al., 2002; Phelps, et
al., 2003). Die Inhibierung der Komplement-Kaskade umfasst I6sliche und
membrangebundene Komplementregulatoren (Mollnes and Fiane, 2003). Zu den wichtigsten
membrangebundenen Komplement-regulierenden Proteinen gehdren CD46 (Membrane
cofactor protein, MCP), CD55 (Decay accelerating factor, DAF) und CD59 (Protectin). Mit
diesen humanen Komplement-inhibierenden Proteinen wurden transgene Schweine
entwickelt, die entweder nur eins oder mehrere dieser Proteine exprimieren (Costa, et al.,
2002; Cozzi and White, 1995; Langford, et al., 1996; Lavitrano, et al., 2002; Storck, et al.,
1997). Bei der Transplantation von Organen solcher transgener Schweine in Primaten konnte
die hyperakute Abstolung verzogert werden (Byrne, et al., 1997; Cozzi, et al., 2000;
Schmoeckel, et al., 1998; Schuurman, et al., 2002).

Die Beeinflussung der Expression des Galal-3Gal-Antigens und die Einfuhrung von
humanen Komplement-regulierenden Proteinen in genetisch veranderten Schweinen, kénnten
auch negative Konsequenzen haben. So ist das Gala1-3Gal-Antigen mdglicherweise bei der
Abwehr von bestimmten Viren wichtig (Welsh, et al., 1998). Zusatzlich dienen CD46 und
CD55 als Rezeptoren fur humantrope Viren, wobei CD46 von Masernviren und CD55 von
Echoviren und Coxackie B Picornaviren als Rezeptoren verwendet werden (Bergelson, et al.,
1994; Dorig, et al., 1993; Shafren, et al., 1995). Dadurch kénnten CD46- und CD55-
transgene Schweine empféanglich fir diese humanen Erreger werden. Andererseits konnten
sich tierische, Masernvirus-&hnliche Viren und tierische Picornaviren an die humanen
Komplement-regulierenden Proteine adaptieren und somit Menschen infizieren (Weiss,
1998). Zu den Viren, die in den letzten Jahren in Schweinen identifiziert wurden und
mdoglicherweise im Menschen als Pathogen wirken konnten, gehdren: das porzine
Cytomegalovirus (PCMV), das lymphotrope Herpesvirus (PLHV), das Torovirus, das
Hepatitis E Virus (HEV), das Schweine-Influenza-Virus, das Encephalomyocarditis Virus
(EMCV), das Circovirus und das Rotavirus (Tab. 1). Das porzine Cytomegalovirus ist in der
Schweinepopulation endemisch (Fryer, et al., 2001). Es hat die Fahigkeit, nach einer priméren

Infektion lebenslang im Wirt zu verbleiben, was mit einer latenten Phase und periodisch
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auftretender Virusproduktion verbunden sein kann, die potentiell eine Erkrankung
verursachen kdnnte. Normalerweise sind keine klinischen Symptome mit einer endemischen
PCMV Infektion verbunden, obwohl das Virus Totgeburten, Rhinitis und Pneumonien
ausldsen kann (Clark, et al., 2003).

Tabelle 1: Mogliche humanpathogene porzine Viren

Virus

Virusfamilie

Pathogenitat im

Menschen

Referenz

Porzines Cytomegalovirus
(PCMV)

P-Herpesviridae

Risiko der Transmission
und Pathogenitat

unbekannt

Fryer et al., 2001,
Clark et al., 2003

Porzines
lymphotropisches
Herpesvirus (PLHV)

y»-Herpesviridae

Risiko der Transmission
und Pathogenitat

unbekannt

Ehlers et al., 1999;
Chmielewicz et al.,
2003

Porzines Torovirus

Coronaviridae

Risiko der Transmission

und Pathogenitat

Kroneman et al.,
1998

unbekannt
Porzines Hepatitis E Virus | Nicht klassifiziert | Lebererkrankung, Meng et al., 1997,
Hepatitis 1998; Halbur et al.,

2001

Schweine Influenza Virus

Orthomyxoviridae

Grippe (Influenza)

Wells et al., 1991,
Taubenberger et
al., 1997

Porzines
Encephalomyocarditis
Virus (EMCV)

Picornaviridae

Fieber, Delirium,
Kopfschmerzen,

Erbrechen

Brewer et al., 2001

Porzines Circovirus Circoviridae Risiko der Transmission Mankertz et al.,
und Pathogenitat 1997, 2000
unbekannt

Porzines Rotavirus Rotaviridae Diarrh6 Santos et al., 1999

Zusatzlich ist PCMV nah mit den humanen Herpesviren 6 und 7 (HHV-6 und -7) und
humanem CMV verwandt (Goltz, et al., 2000; Rupasinghe, et al., 2001). Dies kénnte ein
mdogliches Risiko bei der Xenotransplantation von Schweineorganen in den Menschen
bedeuten, da gezeigt werden konnte, dass bei der Transplantation von porzinen Organen in
Paviane neben PCMV auch CMV vom Pavian aktiviert wurde (Mueller, et al., 2002).
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Allerdings war die Expression von PCMV und CMV vom Pavian hauptséchlich auf Spezies-
spezifisches Gewebe konzentriert. SchlieBlich konnte keine Ubertragung von PCMV auf
humane Zelllinien bei Kokultivierungsexperimenten festgestellt werden (Tucker, et al., 1999).
Von PLHV existieren drei Subtypen PLHV-1, -2 und -3 (Chmielewicz, et al., 2003; Ehlers, et
al., 1999), die haufig im Blut und lymphoiden Organen von domestizierten und wilden
Schweinen aus verschiedenen geographischen Standorten gefunden werden. Im Blut werden
die PLHV hauptsachlich in B-Zellen gefunden. Sie sind dort weitverbreitet und verursachen
wahrscheinlich eine persistierende B-lymphotrope Infektion. Da PLHV-1 an der Entstehung
einer porzinen lymphoproliferativen Erkrankung (Posttransplant lymphoproliferative disease,
PTLD) beteiligt zu sein scheint (Goltz, et al., 2002), die nach einer allogenen Transplantation
porziner hamatopoietischer Stammzellen auftreten kann, sind die porzinen lymphotropen vy-
Herpesviren bei der Verwendung von Schweinen in der Xenotransplantation besonders zu
beachten. Jedoch wurde in der Literatur bisher noch von keiner Ubertragung von PLHV bei
einer Transplantation von Schwein zu Primaten berichtet. Das porzine Torovirus ist mit den
equinen und bovinen Toroviren nahe verwandt und wird in den Exkrementen von Ferkeln
gefunden (Kroneman, et al., 1998). Im Menschen sind Toroviren mit einer Gastroenteritis
verbunden (Jamieson, et al., 1998) und eine Ubertragung von porzinen Toroviren auf den
Menschen konnte &hnliche Auswirkungen haben. Das porzine HEV ist weitverbreitet in der
allgemeinen Schweinepopulation, fiihrt aber bei jungen Schweinen zu keinen sichtbaren
klinischen Symptomen (Meng, et al., 1997). Es ist dem humanem HEV sehr ahnlich und ist in
der Lage, nicht humane Primaten in vivo zu infizieren bzw. lassen sich SPF Schweine mit
humanem HEV infizieren (Halbur, et al., 2001; Meng, et al., 1998). Allerdings konnten in
einer untersuchten SPF-Schweineherde keine Antikorper gegen porzines HEV gefunden
werden (Meng, et al., 1997). Schweine-Influenza-Viren sind in fast jeder Herde zu finden und
sorgen meist im Herbst fir einen Ausbruch der Erkrankung, die bereits nach einigen Tagen
abklingt (Paul, et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, dass porzines Influenza-Virus die
Speziesbarrieren dberwinden und auch Menschen infizieren kann (Wells, et al., 1991).
Zusétzlich dienen Schweine fur die Influenza-Viren als Zwischenstation zur Generierung
neuer Virenstdamme, die durch genetische Neuordnung des viralen Genoms entstehen.
SchlieBlich wird vermutet, dass der Schweine-Influenza-Virus Subtyp H1N1 fir den Tod von
20 Millionen Menschen verantwortlich ist, die bei der Influenza Panddmie von 1918
gestorben sind (Taubenberger, et al., 1997). Da porzines EMCV in vielen
Schweinepopulationen endemisch ist, gehdren Schweine zu den am haufigsten infizierten
Tieren (Billinis, et al., 1999). EMCV verursacht akute Myocarditis und den plétzlichen Tod
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von jungen Schweinen, wahrend die Infektion (ber die Plazenta von Séuen mit fétaler
Mummifikation und Aborten verbunden ist (Joo, 1999). Die Infektion von dlteren Schweinen
verlauft asymptomatisch. Trotz fehlender Studien zur Bestimmung der porzinen Zellen, in
denen die EMCV-Replikation stattfindet und EMCV maoglicherweise persistiert, konnte
gezeigt werden, dass die Titer von EMCV im Herzen, in der Leber und in den Nieren hoher
sind als im Blut (Craighead, et al., 1963). Studien deuten darauf hin, dass EMCV auch andere
Spezies infizieren kann (Hubbard, et al., 1992; Knowles, et al., 1998; Reddacliff, et al., 1997).
So ist porzines EMCV in der Lage, primdre humane Myocardiozyten in vitro zu infizieren
(Brewer, et al., 2001). SchlieRlich konnte gezeigt werden, dass Genome von Picornaviren in
transplantierten humanen Herzen zum Verlust des Transplantates bei Kindern fiihrte (Shirali,
et al.,, 2001). Vom porzinem Circovirus (PCV) existieren zwei Subtypen, PCV-1 und -2
(Fenaux, et al.,, 2000; Mankertz, et al., 1997). PCV-2 wird mit dem postweaning
multisystemic wasting syndrome (PMWS) in Verbindung gebracht, das bei Schweinen zu
einer hohen Sterberate fuhrt (Mankertz, et al., 2000; Sorden, et al., 1999), wéhrend PCV-1
nicht virulent ist. PCV ist in allen Schweineherden auf der ganzen Welt vorhanden, kann
persistierende Infektionen auslésen und wird vertikal tbertragen (Paul, et al., 2003). Jedoch
sind bisher noch keine Ubertragungen auf den Menschen beobachtet worden (Allan and Ellis,
2000; Allan, et al., 1994; Ellis, et al., 2000). Porzine Rotaviren sind porzine Pathogene, die
haufig eine weitverbreitete Diarrhd in Kindern und Ferkeln verursachen kdnnen (Santos, et
al., 1999). Maoglicherweise dienen auch hier wieder die Schweine als Zwischenlager, um
neue, humanpathogene Virenstdmme durch genetische Neuordnung hervorzubringen (Gouvea
and Brantly, 1995). Fast alle diese beschriebenen porzinen Viren lassen sich durch eine
intensive Haltung unter SPF-Bedingungen und durch eine strenge Kontrolle der Schweine,
eliminieren (Tucker, et al., 2002). Allerdings sind in das Genom der Schweine auch endogene
Retroviren integriert, die sich durch Ziichtung und gentechnische Verfahren nicht so einfach

entfernen lassen.

1.3 Retroviren

Wirbeltiere und Retroviren sind seit vielen Millionen Jahren miteinander verbunden und
durch die Mechanismen der Virusabwehr einerseits und der Infektion eines Wirtes
andererseits haben Retroviren und Wirbeltiere eine gemeinsame Evolution durchlaufen, die
bis heute anhalt. Die Familie der Retroviridae umfasst sieben Genera, die o-, /-, -, &~ und &
Retroviren sowie die Lentiviren und Spumaviren. Alle diese Retroviren sind durch einen

einzigartigen Replikationsmechanismus miteinander vereint (Coffin, 1996; Luciw and Leung,
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1992; Swanstrom and Vogt, 1990). Dieser Mechanismus besitzt zwei besondere Merkmale.
Erstens, der bliche genetische Informationsfluss von DNA iber RNA ist umgekehrt. Das
heilt, extrazellulare Retroviren haben ein RNA-Genom, das durch die virale Reverse
Transkriptase (RT) nach der Infektion einer Wirtszelle in DNA umgeschrieben wird. Das
zweite ungewohnliche Merkmal der retroviralen Replikation beinhaltet die Integration des
viralen Genoms in die chromosomale DNA des Wirtes, ein ProzeR der von dem viralen
Enzym Integrase (IN) vermittelt wird. Das in das Wirtsgenom integrierte retrovirale DNA-
Genom wird als Provirus bezeichnet. Provirale Gene werden durch die Wechselwirkung
zwischen retroviraler LTR und zellularer Mechanismen und Faktoren exprimiert, und
ermoglichen dadurch die Synthese von neuen retroviralen Virionen. Zusétzlich kann man
zwischen exogenen und endogenen Retroviren unterscheiden (Aaronson and Stephenson,
1976; Hughes, et al., 1981; Larsson, et al., 1989; Lower, et al., 1993). Das Genom der
Retroviren beinhaltet alle Informationen, die fur einen vollstandigen Infektionszyklus mit
Freisetzung von infektiosen Viruspartikeln nétig sind. Die exogenen Viren sind in der Lage
sich horizontal von Organismus zu Organismus zu verbreiten. Allerdings kénnen einige dieser
Viren defekt sein, das bedeutet, ihnen fehlen essentielle Informationen zur Vervollstandigung
ihres produktiven Infektionszyklus. Diese Viren bendtigen fur ihre Weiterverbreitung die
Hilfe eines anderen Retrovirus, das die fehlenden Funktionen erganzt. Im Gegensatz dazu
sind die endogenen Retroviren im Genom aller Zellen eines Organismus einschliel3lich der
Keimbahnzellen integriert und werden vertikal von den Eltern auf die Nachkommen
ubertragen. Durch bestimmte Ereignisse konnen diese Viren zur Produktion von infektidsen
Partikeln angeregt werden. Viele der endogenen Retroviren sind jedoch genetisch so stark
degeneriert, dass selbst Helferviren sie nicht mehr aktivieren koénnen. Nur noch die
Ahnlichkeit der ins Zellgenom integrierten DNA lasst darauf schlieRen, dass es sich
urspringlich um retrovirale Sequenzen handelt. Diese weitverbreiteten Retrotransposons

machen etwa ein Prozent des menschlichen Genoms aus.
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1.3.1 Aufbau retroviraler Viruspartikel

Die Partikel der Retroviren haben einen Durchmesser von circa 100 nm (Abb. 1 (Modrow, et
al., 2003)). Das Capsid wird von einer Membran umgeben, die von der Wirtszellmembran
abgeleitet ist. Mit der Hillmembran sind die viralen Glykoproteine TM (transmembranes
Hullprotein) und SU (Surface-Hullprotein) verbunden. Das TM ist mit einer aus ca. 20
hydrophoben Aminosduren bestehenden Sequenz in der Hillmembran verankert, wahrend das
SU-Protein tber Disulfidbriicken (nur bei y-Retroviren) oder nichtkovalenten Bindungen mit
dem externen Teil des TM-Proteins verbunden ist. Die Matrixproteine (MA) sind durch
aminoterminal angefligte Moyristinséurereste mit dem inneren Teil der Hullmembran
verbunden. Die retroviralen MA-Proteine assoziieren zu Trimeren, die miteinander eine
netzartige Oberflache bilden, die den Viruspartikeln eine isometrische Struktur verleiht. Im
Inneren der Virionen befindet sich das Capsid (CA), das bei den a-, £, - und &Retroviren
eine spharisch-ikosaedrische und bei den Lentiviren eine konische Form aufweist. Die
Capside beinhalten zwei identische Molekile einzelstrangiger RNA, die nicht durch
Basenpaarung miteinander verbunden sind. Die beiden RNA-Strdnge sind mit
Nucleocapsidproteinen (NC) komplexiert. Schlie3lich befinden sich noch die viralen Enzyme

Reverse Transkriptase (RT), Integrase (IN) und Protease (PR) im Viruspartikel.

Abbildung 1: Genereller Aufbau
eines Retrovirus. Die Virenhlle
wird von einer  zelluldren
Lipiddoppelmembran gebildet. SU
und TM verkdrpern die viralen
Hullproteine. MA, CA und NC
sind die viralen Strukturproteine.
Die Enzyme PR, RT und IN sind
fir die Reifung des Viruspartikels
und die Integration des
Virusgenoms in die Wirtszelle
essentiell (Coffin et al., 1997).
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1.3.2 Genomaufbau der Retroviren

Die retrovirale RNA weist mit ihrer 5*-Cap-Struktur und der Polyadenylierung am 3‘-Ende
alle Merkmale einer eukaryotischen mRNA auf (Abb. 2 (Modrow, et al., 2003)). Das RNA-
Genom kann je nach Virustyp zwischen 7 und 12 Kilobasen lang sein. An die Primer-
Bindungsstelle (PBS), eine 18 Nucleotide umfassende Sequenz im 5°-Bereich der RNA, ist
eine zellulare tRNA hybridisiert. Die Aminosaurespezifitat der tRNA ist bei den einzelnen
Virustypen unterschiedlich. Die Genome aller Retroviren codieren fir die Genprodukte gag
(gruppenspezifische Antigene), pol (enzymatische Proteine) und env (Glykoproteine). Die
sich am 5°- und 3*-Ende der codierenden Regionen befindenden Sequenzen erflllen wichtige,
regulatorische Funktionen, die fiir die reverse Transkription und die Integration des viralen

Genoms in die zellulare DNA essentiell sind.
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Abbildung 2: Genomische Organisation der retroviralen RNA. R, Redundant; U, Unique;
PBS, Primerbindungsstelle; SD, Spleilidonor; SA, SpleiRakzeptor; PPT, Polypurintrakt
(Coffin, et al., 1997).

Es lassen sich folgende Abschnitte unterscheiden: Zunéchst schliet direkt an die 5°-Cap-
Struktur die R-Region (R fiir Redundant) an. Sie ist zwischen 15 und 240 Nucleotide lang und
liegt in identischer Basenfolge und Orientierung auch am 3*-Ende des viralen Genoms vor.
Auf die R-Region folgt am 5°-Ende des Genoms der als U5 (U fir unique) bezeichnete
Abschnitt. Er besteht aus 75 bis 200 Basen und enthélt Sequenzen, die fir die Integration des
Provirus in das Zellgenom wichtig sind. An die U5-Region schliel3t sich die PBS an. Die sich
zwischen der PBS und dem Anfang des gag-Gens befindende Sequenz wird Leaderregion
genannt. Sie enthalt eine SpleiRdonorstelle (SD), die fur die Bildung aller gespleiten mRNA-

Molekiile verwendet wird, und eine y-Sequenz, durch die sich die genomischen viralen RNAs
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bei der Morphogenese an die Nucleocapsidproteine der sich ausbildenden Viruspartikel
anlagern. Im Anschluss an die Leaderregion folgen die viralen Gene gag, pol und env, die je
nach Virustyp verschieden lang sein konnen. An sie schlieft sich entweder eine kurze
nichtcodierende Region an oder sie gehen direkt in nachfolgende Sequenzelemente (iber, wie
es bei den Lenti- und Spumaviren ublich ist. Hier findet man einen bei allen Retroviren
vorhandenen Polypurintrakt (PP), der aus mindestens neun Adenosin- und Guanosinresten
besteht. Der PP ist flr die Initiation der Synthese des DNA-Doppelstranges wichtig. Dem
Polypurintrakt folgt die U3-Region, die abh&ngig vom Virustyp zwischen 450 und 1200
Basen lang sein kann. Da die U3-Region, genauso wie die U5-Region, nach der reversen
Transkription der RNA in doppelstrangige DNA das 5‘-Ende der LTR (Long terminal repeat)
bildet, befinden sich auch hier wichtige Elemente fiir die Integration. Zusatzlich ist die U3-
Region auch fur die Genexpression des Provirus unverzichtbar, da sie Promotoren und cis-
aktive Elemente enthalt, an die sich zelluldre transaktive Proteine binden und dadurch die
virale Transkription und Genexpression regulieren kénnen. An die U3-Region schlief3t sich
ein weiterer R-Bereich an, dem ein PolyA-Schwanz von circa 200 Adenosineinheiten folgt.
Das integrierte Provirus besitzt am 5°‘- und 3*-Ende identische Sequenzen, die durch das
Umschreiben der RNA in DNA entstehen und die viralen Gene flankieren (Abb. 3). Sie
werden als long terminal repeats (LTR) bezeichnet. Die LTR besteht aus den U3-, R- und U5-
Regionen und enthédlt die Promotor- und Enhancer-Elemente, die die retrovirale

Genexpression kontrollieren.

Enhancear Accessory Accessory
Promotar qenes genes
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Abbildung 3: Genetische Organisation des Provirus (Coffin, et al., 1997).

1.3.3 Retrovirale Proteine

Die Gag-Proteine werden als gemeinsames Vorldauferprodukt synthetisiert, das wahrend der
Virusmorphogenese von der viralen Protease in die einzelnen Komponenten gespalten wird
(Modrow, et al., 2003). Die Reihenfolge der MA-, CA- und NC-Proteine im Gag-

Vorlauferprodukt ist bei den verschiedenen Retroviren immer gleich (Abb. 4): Am

19



1. Einleitung

aminoterminalen Ende befinden sich die MA-Sequenzen, gefolgt von den CA-Bereichen und
am carboxyterminalen Ende sind die NC-Proteine zu finden. Die Synthese der Gag-
Proteinvorlaufer findet an freien Ribosomen im Zytoplasma der Zelle statt. Die
Myristylierung an der a-Aminogruppe eines Glycins an der Position 2 erfolgt wahrend der
Translation, wobei das aminoterminale Methionin entfernt wird. Anschliel3end transportieren
zelluldre Faktoren die modifizierten Gag-Proteinvorléufer zur Zellmembran, mit der sie Uber
Fettsauren interagieren, indem sie sich als kleine, viruséhnliche Lipid-Protein-Vesikel von der
Zelloberflache abschniiren. Dabei spielen die MA- und CA-Proteinanteile eine aktive Rolle.
Die in den NC-Proteinen enthaltenen Aminosduresequenzen bewirken eine spezifische
Wechselwirkung mit den wy-Sequenzen der RNA-Genome. Diese Domdanen kdnnen den
Zinkfingermotiven DNA-bindender Proteine dhneln oder aus basischen, argininreichen
Regionen bestehen. Die MA-Proteine geben den reifen Viruspartikeln ihre &uf3ere Struktur

und kénnen den Transport der doppelstrangigen, viralen DNA in den Zellkern fordern.

R R

u3 IU%‘PBS PPT| U3
env
v gag
MA CA NC su ™

Genomische RNA

AUG UAG LUAG UAG
5Ca i } f AAA 3

env Initiation
pol Termination

env RNA
SD SAIAUG UAG

5" Cap—\/ AAA 3*

Abbildung 4: Anordnung der retroviralen Proteine, die von den gag, pol und env Genen
codiert werden. AUG = Startcodon, UAG = Stopcodon.

Die viralen Enzyme Protease, Reverse Transkriptase und Integrase werden ebenfalls als
Bestandteil des Gag/Pol-Vorlauferproteins synthetisiert. Diese Gag/Pol-Fusionsproteine
haben Molekulargewichte zwischen 150 und 200 kD. Sie entstehen durch die Verschiebung
des ribosomalen Leserasters um -1 oder +1. Grund der Verschiebung ist die fehlerhafte
Erkennung der Codongrenzen durch die Ribosomen, was zu einem Uberlesen des Stopcodons
der Gag-Proteinsynthese fuhrt, und somit in die Synthese der Pol-Proteine lbergeht. Dieser

Leserastersprung findet bei ungefahr 5% der Translationsvorgange statt. Die Gag/Pol-
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Fusionsproteine werden ebenfalls am aminoterminalen Ende myristyliert und sind dadurch in
der Zytoplasmamembran verankert. Die Spaltung in die einzelnen Enzyme durch die virale
Protease erfolgt bei den meisten Retroviren erst bei der Reifung des von der Zellmembran
abgeltsten Viruspartikels. Die aktive Protease von HIV-1 liegt als aus zwei identischen
Proteineinheiten bestehendes Dimer vor, mit einem Molekulargewicht von 9 bis 10 kD. Im
aktiven Zentrum des Enzyms sind zwei funktionell wichtige Asparaginsaurereste lokalisiert,
die fur die Wirkung des Enzyms als Aspartatprotease verantwortlich sind. Die Prozessierung
der Gag- und Gag/Pol-Vorlauferproteine in die einzelnen Komponenten durch die Protease,
erfolgt durch Spaltung zwischen Phenylalanin- oder Tyrosin- und Prolinresten. Zusatzlich ist
die dreidimensionale Struktur der Gag- und Gag/Pol-Vorléuferproteine fiir die Erkennung der
Schnittstellen wichtig. Die Reverse Transkriptase ist ein Mg**-abhangiges Enzym, das als
RNA- und auch als DNA-abhangige Polymerase wirken kann. Es besitzt aul’erdem noch eine
RNaseH-Aktivitat, die den RNA-Anteil von DNA/RNA-Hybriddoppelstrangen abbaut. Die
Reverse Transkriptase von HIV-1 ist ein Heterodimer, bestehend aus einer 66 und einer 51
kD groRen Untereinheit. Die kleinere Untereinheit entsteht durch proteolytische Spaltung am
carboxyterminalen Ende und ist daher mit dem aminoterminalen Teil der groBen Untereinheit
identisch. Die Aktivitdt der RNaseH ist im carboxyterminalen Bereich der grof3eren
Untereinheit lokalisiert, wahrend die Polymerasefunktionen durch die aminoterminalen
Aminosauren bestimmt werden. Durch die fehlende Kontrolle der Lesegenauigkeit werden
mit einer Wahrscheinlichkeit von 10 bis 10 falsche Basen in die neusynthetisierten DNA-
bzw. RNA-Strdnge eingebaut. Diese Leseungenauigkeit fuhrt zu der relativ hohen
Mutationsrate mancher Retroviren. SchlielRlich wird die Integrase im 3*-Bereich des gag/pol-
Gens codiert. Sie wirkt sowohl als Endonuclease, ist also in der Lage doppelstrangige DNA
zu schneiden, als auch als Ligase. Des Weiteren kann die IN an die Enden des linearen, in
doppelstrangige DNA transkribierten Virusgenoms binden und so fiir seine Integration in das
Genom der Wirtszelle sorgen.

Die Hullproteine SU und TM werden vom env-Gen codiert und sind in die Zellmembran
infizierter Zellen bzw. in die virale Membran eingelagert. Beide Proteine werden aus einer
einfach gespleifiten mRNA als gemeinsames Vorlauferprotein translatiert, wobei man die
Aminosauresequenz des SU am aminoterminalen Ende findet. Eine ebenfalls aminoterminale
Signalsequenz ist fur die Translation des Proteins an der Membran des endoplasmatischen
Reticulums (ER) und den Transport der Aminosaurekette in das Lumen verantwortlich. Die
Verankerung in der Membran findet Uber eine hydrophobe 20 Aminosdurereste lange

Sequenz im TM-Teil des Vorlauferproteins statt. Im ER werden die Aminoséuren des SU-
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und TM-Vorlauferproteins nach einem Abbau basischer Aminosduren in SU und TM
gespalten. Hierfr ist eine mit dem Golgi Apparat assoziierte zelluldre Protease
verantwortlich. Bei einigen Retroviren findet im ER auch die Glykosylierung des SU/TM-
Vorlauferproteins statt (z.B. bei HIV oder MuLV). Das Molekulargewicht von SU liegt
zwischen 46 und 120 kD, das von TM zwischen 15 und 45 kD. Die SU-Hullproteine sind fir
die Adsorption der Viruspartikel an Zellmembranen verantwortlich. Zusatzlich bieten sie
geeignete Angriffspunkte flr wirtseigene Abwehrmechanismen. Das SU lasst sich in weitere
Bereiche einteilen, die aus sehr variablen Elementen (V) und relativ hoch konservierten
Bereichen (C) bestehen. Die V-Bereiche befinden sich meist an sehr exponierten Stellen, so
dass gegen sie oft neutralisierende Antikorper gebildet werden. Die V-Domanen sind
allerdings auch oft hoch glykosyliert. Die C-Bereiche sind meist fiir die Wechselwirkung mit
zelluldren Rezeptoren verantwortlich, was zu einer recht hohen Konservierung dieser
Bereiche in den meisten Retroviren fuhrt. Schlieflich ist das TM der meisten Retroviren fur
die Fusion mit der Wirtszelle zustdndig. Die sogenannte Fusionsdoméne befindet sich am
aminoterminalen Ende des TM.

Die komplexen Retroviren wie die Lenti- und Spumaviren sowie die 3-Retroviren besitzen
weitere regulatorische und akzessorische Proteine, die einen Einfluss auf die Transkription
und die Infektiositat der Viren haben.

1.4 Porzine endogene Retroviren

In den 70er Jahren wurden porzine endogene Retroviren (PERV) zum ersten Mal in porzinen
Zelllinien als Viruspartikel beschrieben (Armstrong, et al., 1971; Breese, 1970; Lieber, et al.,
1973; Todaro, et al., 1974a). Die PERVs, die zum Genus der einfachen y-Retroviren gehdren
(Abb. 5), zeigen hohe Homologien zu dem Leukamievirus der Gibbons (GALV (Patience, et
al., 1997)), dem endogenen Koala Retrovirus (KoRV (Hanger, et al., 2000)) und einem
induzierbaren murinen endogenen Retrovirus (MDEV (Miller, et al., 1996; Wolgamot, et al.,
1998)). Des Weiteren bestehen Ahnlichkeiten zu Sequenzen der felinen und murinen v-
Retroviren sowie zu Sequenzen von y-Retroviren anderer Primaten (Akiyoshi, et al., 1998;
Czauderna, et al., 2000). Die Genomstruktur der PERVs ist typisch fir y-Retroviren. Es
besteht aus drei offenen Leserahmen, die fir die gag-, pol- und env-Gene codieren. Diese sind
von zwei LTRs eingefasst, die wichtige Elemente fir die reverse Transkription, die

Integration, die Transkription und Translation enthalten. Eine ungespleif3te genomische RNA
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dient als Vorlage fir die Translation der Gag- und Gag/Pol-Vorlauferproteine. Das MA-
Protein hat in etwa ein Molekulargewicht von 15 kD (p15), die CA-Proteine von 12 und 27
kD (p12 und p27) und das NC von 7 kD (p7). Eine zweite, gespleite RNA dient als Vorlage
zur Translation der SU (gp70)- und TM (p15E)-Vorlauferproteine.

p15Gag, MA gp70, SU

p12
p27Gag, C

p7Gag, NC

SLA Klasse |

Abbildung 5: Aufbau eines PERV Partikels. SLA | und Il, Schweineleukozytenantigen
Klasse | und Il (Dr S. Norley, Dr. S. Tacke).

Die Familie der replikationsfahigen porzinen endogenen y-Retroviren umfasst drei eng
miteinander verwandte Subtypen, die sich durch unterschiedliche Sequenzen der env-Gene
auszeichnen und mit PERV-A, -B und -C bezeichnet wurden (Takeuchi, et al., 1998). Die
Sequenzunterschiede manifestieren sich in den variablen Regionen ihrer SU-Hullproteine, die
fur die Rezeptorspezifitat von besonderer Bedeutung sind und darauf hindeuten, dass die
verschiedenen PERV-Subtypen unterschiedliche Rezeptoren verwenden. PERV-A und -B
wurden aus der porzinen Nierenzelllinie PK15 isoliert und kloniert (Czauderna, et al., 2000;
Krach, et al., 2001; Le Tissier, et al., 1997). Die Hillproteine von PERV-A und -B weisen
eine L&nge von 660 und 657 Aminosduren auf (Le Tissier, et al., 1997). Das TM der beiden
Subtypen zeigt eine 92%ige Ubereinstimmung auf Aminosiureebene zueinander und eine
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63%ige bis 67%ige Ubereinstimmung zu korrespondierenden Regionen von GALYV, felinem
Leukamievirus (FeLV) und murinem Friend-Leuk&mievirus (F-MuLV). PERV-A und -B
gehoren zu den polytropen Viren, die Zellen verschiedener Spezies (Specke, et al., 2001b;
Specke, et al., 2002a) einschlie3lich des Menschen (Patience, et al., 1997; Specke, et al.,
2001a; Takeuchi, et al., 1998) und nicht-humaner Primaten (Blusch, et al., 2000; Denner,
2001; Specke, et al., 2002b) in vitro infizieren kdnnen. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei
PERV-C um ein ecotropes Virus, das nur porzine Zellen infizieren kann (Akiyoshi, et al.,
1998; Mclintyre, et al., 2003; Takeuchi, et al., 1998). PERV-C wurde aus stimulierten PBMC
von Miniaturschweinen kloniert (PERV-MSL (Akiyoshi, et al., 1998)) bzw. aus porzinen
Lymphomzellen (PERV-Tsukuba-1 (Suzuka, et al., 1985; Suzuka, et al., 1986)) isoliert.
Zusétzlich zu den drei replikationsfahigen PERV-Subtypen existieren in den Genomen der
Schweine noch weitere y- und B-retrovirale Sequenzen, die aber bisher alle mindestens einen
Defekt in ihrem Genom aufweisen und daher nicht replikationsféhig sind (Patience, et al.,
2001). Jedoch besteht die Moglichkeit, dass durch Rekombinationen aus replikationsfahigen
und replikationsunféhigen Proviren neue infektiose Partikel entstehen. Zusétzlich kdnnten aus
nicht humantropen PERVs durch Rekombination humantrope Viren entstehen. So konnte
gezeigt werden, dass sich aus primadren porzinen PBMC (Peripheral Blood Mononuclear
Cells), die mit Mitogenen stimuliert wurden, PERV-Partikel freisetzten lassen, die in der Lage
sind, humane Zellen zu infizieren (Wilson, et al., 2000; Wilson, et al., 1998). Die in den
humanen Zellen gefundenen Viren enthalten Sequenzen der Subtypen A und C, wobei ein
kleiner Teil aus dem SU von PERV-A und der Rest des Genoms von PERV-C stammt. Diese
PERV-A/C-Rekombinante besitzt die Fahigkeit, sich an humane Zellen zu adaptieren, in dem
sie durch sequentielle Multimerisierungen im replikationsregulierenden Bereich der U3-
Region der LTR ihre Promotoraktivitat erhéht, die zu einer Erhéhung des Virustiters fuhrt
(Denner, et al., 2001; Wilson, et al., 2000). Das wurde auch fir PERV-A und -B (Denner, et
al., 2002a) und davon abgeleitete molekulare Klone gezeigt (Scheef, et al., 2001). Durch
Untersuchungen mdoglicher Bindungsstellen fur Transkriptionsfaktoren innerhalb dieser
repetitiven  Sequenzen, ergaben sich  Homologien zu  Bindungsstellen  des
Transkriptionsfaktors NF-Y (Denner, et al., 2002a; Denner, et al., 2003; Scheef, et al., 2002).
NF-Y wird vorwiegend in proliferierenden Zellen gebildet (Mantovani, 1999). Dies deutet
darauf hin, dass PERVs die Transkriptionsregulation sich teilender Zellen nutzen, um ihre
Proviren zu exprimieren. Die Multimerisierung bestimmter Sequenzmotive in der LTR wird
auch bei anderen y-Retroviren, wie MuLV und FeLV beobachtet. Bei diesen Viren korreliert

die Multimerisierung in der LTR mit einer Zunahme der Pathogenitat (Ubersicht siehe
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(Denner, et al., 2002Db)).

Die Proviren der beiden replikationsfahigen PERV Subtypen A und B sind in allen Zellen der
Schweine vorhanden und mit 32 bis 64 Kopien pro Zellgenom relativ haufig vertreten
(Patience, et al., 2001), wéhrend PERV-C nicht in allen Schweinerassen vertreten ist (Bosch,
et al.,, 2000; Denner, 2001; Jin, et al., 2000). Die Expression von PERV-mRNA in
verschiedenen Geweben der Schweine variiert, wobei der Pankreas die geringste und die
Niere die hochste Expression an PERV-mRNA aufweisen (Akiyoshi, et al.,, 1998;
Clemenceau, et al., 1999). Des Weiteren bestehen zwischen verschiedenen Schweinestdmmen
erhebliche Unterschiede bei der Freisetzung von PERV-Partikeln (Tacke, et al., 2000; Tacke,
et al., 2003). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass auch primare porzine Endothelzellen
unterschiedlicher Schweinerassen PERV exprimieren und humane Zellen in vitro infizieren
kdnnen (Martin, et al., 1998a). Endothelzellen stellen den hauptsachlichen Kontakt zwischen
einem Xenotransplantat und den Leukozyten bzw. dem Gewebe des Rezipienten dar.
Schliellich konnte gezeigt werden, dass transgene Schweine, die die humanen
Komplementinhibitoren CD55 und CD59 produzieren, nicht nur PERV-mRNA exprimieren
(Langford, et al., 2001) sondern auch diese Komplementinhibitoren in PERV-Partikel
verpacken (Takefman, et al., 2002). Allerdings wurden PERV-Partikel nur in zwei von flnf
transgenen Schweinen, deren PBMC stimuliert wurden, freigesetzt und humane Zelllinien
lieBen sich nicht mit diesen PERV-Partikeln infizieren (Langford, et al., 2001). Zusétzlich
konnten die Komplementinhibitoren-enthaltenden PERVS von humanem Serum neutralisiert
werden (Takefman, et al., 2002).

Obwohl sich Zellen verschiedener Spezies einschlieflich nicht-humaner Primaten und
Menschen in vitro mit PERV infizieren lassen, konnte bisher noch keine Transmission von
PERV in vivo nachgewiesen werden. Bei Infektionsversuchen im Kleintiermodell konnte
weder bei immunsupprimierten Tieren (Specke, et al., 2002b) noch bei der Verwendung von
Spezies-adaptierten PERV-Partikeln (Specke, et al., 2002a) eine Ubertragung beobachtet
werden. Jedoch gibt es Studien, die eine PERV-Ubertragung bei SCID- (severe combined
immunodeficiency) und Nacktmé&usen beschreiben (Clemenceau, et al., 2002; Deng, et al.,
2000; van der Laan, et al, 2000). Allerdings wurde in diesen Experimenten
Mikrochimarismus beobachtet. Beim Mikrochimérismus wandern wirtsfremde Zellen vom
Applikationsort in andere Gewebe und Organe ein, ohne vom Immunsystem sofort eliminert
zu werden. Mikrochimarismus kann also zu falsch-positiven Resultaten fuhren. Zusétzlich
konnte gezeigt werden, dass Mause keinen Rezeptor fur PERV-A auf ihren Zelloberflachen

exprimieren (Ericsson, et al., 2003). Schliellich sind die Daten hinsichtlich der Expression
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eines PERV-B-Rezeptors in Mausen widersprichlich (Irgang, et al., 2004; Takeuchi, et al.,
1998). Die Transplantation von porzinen Zellen, Geweben und Organen in nicht-humane
Primaten bzw. die Inokulation hoher Dosen von PERV in immunsupprimierte Tiere fuhrte
bisher ebenfalls nicht zu einer PERV-Infektion (Martin, et al., 2002; Specke, et al., 2002b;
Switzer, et al., 2001). SchlieBlich zeigten auch die klinischen Anwendungen der
Xenotransplantation beim Menschen bis heute keine Ubertragung von PERV (Heneine, et al.,
1998a; Irgang, et al., 2003; Levy, et al., 2000; Paradis, et al., 1999; Patience, et al., 1998;
Pitkin and Mullon, 1999; Schumacher, et al., 2000; Tacke, et al., 2001). Jedoch waren die
Anwendungen in den meisten Féllen zeitlich begrenzt oder das porzine Material war vor dem
Immunsystem der Rezipienten geschiitzt. Zwei humane Rezeptoren fir PERV-A wurden
kirzlich identifiziert und kloniert (Ericsson, et al., 2003). Diese beiden Rezeptoren werden in
vielen humanen Geweben exprimiert und durchqueren, wie viele andere y-retrovirale
Rezeptoren, die Zellmembran mehrfach.

Auf Grund der immensen Fortschritte bei der Suche nach effektiveren Immunsuppressiva fur
den Einsatz in der Xenotransplantation und der Entwicklung transgener Schweine (Costa, et
al., 2002; Lai, et al., 2002; Phelps, et al., 2003), die eine hyperakute AbstolRung eines
Xenotransplantates verhindern, ist eine langere Verweildauer im Rezipienten zu erwarten, und
damit erhoht sich das Risiko einer Transmission und/oder Infektion mit PERVs. Des Weiteren
bergen die Madglichkeiten der Rekombination von PERVs untereinander sowie die
Rekombination mit humanen Retroviren und die Adaptation von PERVs an humane Zellen,
weitere Gefahren fir die Rezipienten eines Langzeitxenotransplantates. Aus diesen Grlinden,
muss das potentielle Risiko fur den einzelnen Rezipienten und die Gesellschaft im Ganzen
weiterhin sorgfaltig, auf hohem wissenschaftlichen Niveau untersucht und ethisch vertretbar

abgewogen werden.

1.5 Zielsetzung

Die Verwendung von porzinen Zellen, Geweben und Organen in der Xenotransplantation
stellt eine Mdoglichkeit dar, die zunehmende Kluft zwischen der Zahl der durchgefiihrten
Allotransplantationen und der steigenden Zahl an Patienten, die auf ein Transplantat warten,
zu Uberbriicken. Jedoch besteht das Risiko der Ubertragung von Mikroorganismen und Viren,
die fur den Menschen pathogen sein kénnten. Die im Genom der Schweine integrierten
porzinen endogenen Retroviren (PERV) stellen einen dieser potentiell humanpathogenen

Erreger dar, da die Subtypen PERV-A und PERV-B in der Lage sind, humane primare Zellen

26



1. Einleitung

und Zelllinien in vitro zu infizieren. Daraus ergeben sich drei Verfahrensweisen, die fiir die
Abschéatzung des Infektionsrisikos von PERV von Bedeutung sind und angewendet werden
sollen:

1. Die Evaluierung der PERV-Freisetzung aus porzinen Zellen und Geweben, um
Transplantate mit geringem Infektionsrisiko zu selektieren. Aufgrund der Tatsache, dass der
Pankreas von Schweinen nur eine geringe mRNA-Expression von PERV aufweist und durch
die Vorarbeiten von Tacke et al. (2000, 2003), die gezeigt haben, dass stimulierte PBMC von
Schweinen der Deutschen Landrasse keine PERV-Partikel freisetzen, soll im Rahmen dieser
Arbeit die Expression von PERV in Inselzellen der Deutschen Landrasse in vitro und in vivo
evaluiert werden.

2. Die Etablierung eines In vivo-Infektionsmodells, um die Pathogenitit von PERV
abschatzen zu konnen. Da die Transplantation von porzinen Zellen, Geweben und Organen in
nicht-humane Primaten bzw. die Inokulation hoher Dosen von PERV in immunsupprimierte
Tiere bisher nicht zu einer PERV-Infektion fuhrte und aufgrund der Beobachtung, dass die
Adaptation von PERV an die Zellen einer Spezies zu einer Erhohung des Virustiters fiihrt,
soll in dieser Arbeit PERV zunéchst an Zellen nicht-humaner Primaten adaptiert werden, um
zu einem spéateren Zeitpunkt dieses adaptierte PERV nicht-humanen Primaten in vivo
applizieren zu kénnen. Des Weiteren soll die Infektion ausgewahlter muriner Zelllinien und
primérer Zellen in vitro und in vivo mit den Subtypen A und B von PERV unter Vermeidung
von Mikrochimarismus evaluiert werden.

3. Ein retrospektives Screenen von Patienten, die bereits mit porzinen Zellen und Geweben
behandelt wurden. Bisher wurden weltweit etwa 200 Patienten mit Zellen und Geweben vom
Schwein oder mit einer Ex vivo-Perfusion unter Zuhilfenahme von Schweinezellen behandelt.
Im Rahmen dieser Arbeit sollen zwei neue Studien analysiert werden. In der einen wurden
Patienten mit akutem Leberversagen ex vivo mit einem Bioreaktor, der Leberzellen vom
Schwein enthielt, behandelt. In der anderen wurden Diabetes-Kranke mit porzinen Inselzellen
behandelt. Der Nachweis der Infektion durch Messung von Antikorpern gegen PERV in den

Seren der Patienten soll indirekt, mit neu entwickelten immunologischen Methoden, erfolgen.

27



2. Material und Methoden

2. Material und Methoden

2.1 Zellbiologische Methoden

2.1.1 Primare Zellen und Zelllinien

Die Isolierung von primaren porzinen Langerhanschen Inselzellen wurde nach Zhang et al.
durchgefuhrt (Zhang, et al., 2001). Die Bauchspeicheldriisen von ausgewachsenen Schweinen
wurden aus lokalen Schlachthdusern bezogen. Nach der Schlachtung wurden die Organe
sofort entnommen, um die warme Ischamie auf weniger als 10 Minuten zu reduzieren. Das
HauptblutgefaR der Bauchspeicheldriise wurde mit einer Kanile verbunden, mit einer
0,6%igen Kollagenase-Losung (Serva, Heidelberg) perfundiert und in einem speziell
entworfenen Restriktions-Filtrations-Gerat kontinuierlich bei 37°C fur 18 bis 20 Minuten
inkubiert. Das enzymatisch zerkleinerte Gewebe wurde anschlieRend durch ein Sieb mit einer
PorengrofRe von 350 um gepresst, um unverdaute groRere Gewebestiicke zu entfernen. Nach
einem Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand verworfen und das Sediment wurde in
einem Kkontinuierlichen Nycodenz-Dichtegradienten (Nycodenz® Pulver, Gibco BRL,
Karlsruhe), mit einer Dichte von 1,055 bis 1,095 g/ml zentrifugiert. Ein Cobe 2991
Zellseparierer wurde verwendet, um freie Inselzellen von exokrinem Gewebe zu trennen. Die
angereicherte Inselzellfraktion wurde anschlieRend durch ein Sieb mit einer PorengréRRe von
45 um gepresst, um einzelne Zellen und Inselzellfragmente zu entfernen. Die aufgereinigten
Inselzellen wurden fiir Infektionsstudien mittels Kokultivierung verwendet. Dafur wurden die
Inselzellen in Gewebekulturflaschen (TPP, Schweiz) in DMEM (Dulbecco’s Modified
Essential Medium mit 4,5 g/l D-Glucose; Biochrom KG, Berlin), 10% inaktiviertem, fotalem
Kélberserum (FKS; Biochrom KG, Berlin), 2 mM L-Glutamin, (Biochrom), 100 U/ml
Penicillin  (Biochrom), 100 pg/ml Streptomycin (Biochrom) und 15 mM HEPES
(Hydroxyethylpiperazinethansulfonsdure, Biochrom) bei 37°C und 95% Luftfeuchtigkeit
(Brutschrank BBD 6220, Kendro, Langenselbold) kultiviert. Die Isolierung primérer muriner
Zellen wurde nach Specke et al. durchgefuhrt (Specke, et al., 2001b). Nieren und Embryos
von NMRI- bzw. BALB/c-Méausen (Charles River Laboratories, Sulzfeld) wurden aseptisch
entfernt, zerkleinert und mit 1 ml 0,25%igem Trypsin, gel6st in PBS (Phosphat-gepufferte
Salzlésung; 10 mM Na-Phosphat, pH 7.5, 130 mM NaCl (Merck, Darmstadt)), pro 5mg
Gewebe unter Verwendung eines Magnetrihrers bei 37°C inkubiert. Die

Einzelzellsuspensionen wurden in DMEM und 10% FKS kultiviert.
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Die verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 2 zusammengefasst. Die humane embryonale
Nierenzelllinie 293 (ATCC No. CRL-1573), die sich als hochsuszeptibel fir eine Infektion
mit PERV gezeigt hat, wurde mit einer Resistenz gegen das Antibiotikum Neomycin
ausgestattet. Dafur wurden die 293-Zellen mit dem Neomycin-Resistenzgen tragenden
pcDNA3.1+ Vektor (Invitrogen) unter Verwendung des TransFast Transfektionsreagenz
(Promega, Mannheim, Germany) transfiziert und durch die anschlieende Behandlung mit
G418 (Gibco BRL, Karlsruhe, Germany) auf stabil-transfizierte 293-Zellen hin selektioniert
(293™°"). Die Zelllinien 293, 293"°*, PK15, 293/PERV, 293/PERV-A/C, 293/PERV-B, 3T3
und 3T6 wurden in Gewebekulturflaschen versetzt mit DMEM, FKS, L-Glutamin,
Penicillin/Streptomycin und HEPES bei 37°C unter 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Die Rhesusaffen-Zelllinie LLCMK2 wurde in DMEM versetzt mit 5% FKS und
1% nicht-essentiellen Aminoséuren (Sigma, Taufkirchen) kultiviert, wahrend die
Schimpansen-Zelllinie EB176 in RPMI-1640 Medium (Biochrom KG, Berlin), mit 15% FKS
und 4 mM L-Glutamin kultiviert wurde. SchlieRlich wurde die murine T-Zelllinie CTLL-2 in

RPMI-1640 Medium vesetzt mit 10% FKS und 100 IU/ml Interleukin-2 (IL-2) kultiviert.
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Tabelle 2: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Herkunft Referenzen
293 Humane embryonale Nierenzellen ATCC (Graham, et al., 1977)
293" Mit einem Neomycin-Resistenzgen Dr. J. Denner
transfizierte 293 Zellen
PK15 Adhérente Schweine Nierenzellen; ATCC (Armstrong, et al., 1971;
produzieren PERV-A und PERV-B Pirtle and Woods, 1968)
293/PERV Humane embryonale Nierenzellen; Dr. R. Weiss (Le Tissier, et al., 1997;
produzieren PERV-A und PERV-B Takeuchi, et al., 1998)
293/PERV-A/C 5. Passage des PERV/NIH/3° Dr. J. Denner (Denner, et al., 2003;
(PERV/5°) (3. Passage)-Virus auf 293 Zellen; Wilson, et al., 2000; Wilson,
produzieren PERV-A/C et al., 1998)
293/PERV-B PERV-B Klon, passagiert auf 293 Dr. D. Onion
Zellen
LLCMK2 Adhérente Nierenzellen von ATCC (Hull, et al., 1962)
Macaca mulatta (Rhesusaffe)
EB176 EBV transformierte ECACC Nicht verfiigbar
lymphoblastoide Zellen aus
peripheren Lymphozyten eines
maéannlichen Schimpansen
3T3 Adhdrente, murine embryonale ATCC (Andersson, et al., 1979;
Fibroblasten Jainchill, et al., 1969)
3T6 Adhdrente, murine embryonale ATCC (Todaro and Green, 1963)
Fibroblasten
CTLL-2 murine T-Zellen ATCC (Gillis and Smith, 1977)

Die PERV-produzierenden Zelllinien PK15, 293/PERV, 293/PERV-A/C und 293/PERV-B
wurden fur die Virusproduktion und als Effektoren in Infektionsstudien verwendet. Die
Zelllinien 293, 293™°*, LLCMK2 und EB176 sowie die murinen Zelllinien 3T3, 3T6 und

CTLL-2 dienten als Zielzellen in Infektionsstudien.
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2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.1 Proteinisolierung

Zur Herstellung von Proteinlysaten aus Geweben und Organen wurden je 200 bis 300 mg in
einem Morser (Roth, Karlsruhe) unter Zugabe von flussigem Stickstoff (Linde, Berlin) zu
einer homogenen Masse zerkleinert, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal (Eppendorf, Hamburg)
uberfuhrt, mit 1 ml RIPA-Puffer (25 mM Tris-HCI, pH 8.0 (Roth); 150 mM NaCl (Merck);
2% Triton-X 100 (Roth), 0,5% Natriumdeoxycholat (Merck) und 0,1% SDS
(Natriumdodecylsulfat, Merck)) versetzt und fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. Anschliel3end
wurde das Proteinlysat bei 20000 x g (Eppendorf 5403; Eppendorf, Hamburg) fir 15 Minuten
bei 4°C zentrifugiert, der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfiihrt und die
Proteinkonzentration wurde nach Bradford bestimmt. Dazu wurde ein Proteinstandard mit
0,2; 0,4; 0,6; 0,8 und 1,0 mg/ml BSA aus einer 2mg/ml BSA-Stammldsung (bovines
Serumalbumin Fraktion V, Roth) hergestellt und je 10 pl der verschiedenen Standards wurden
in eine 96-Well Mikrotiterplatte (Falcon™, Becton Dickinson, Heidelberg) pipettiert. Von den
zu messenden Proteinproben wurden 10-100 pl eingesetzt. Die Proteinstandards und die
Proben wurden anschlieend mit 90 pl Bradford-Reagenz (1:5 verdunnt; Bio-Rad, Miinchen)
versetzt und fir 10 Min. inkubiert. Danach wurde die Absorption bei 595 nm im UV-
Spektrometer  (Tecan  Spectra, Crailsheim) gemessen und anschlieBend die
Proteinkonzentration bestimmt. Der statistische Fehler der BSA-Standards und der

Proteinproben wurde durch Dreifachbestimmung ermittelt.

2.2.2 Rekombinante virale Proteine und Peptide

Zwei rekombinante Proteine wurden generiert, das transmembrane Hillprotein p15Env und
das Capsidprotein p27Gag. Zur Herstellung von pl5Env wurden die Vorwartsprimer 5°-
GTACGTACGTGGATCCCTAATCACAGGACCGCAACA und die Rickwartsprimer 5°-
ACGTACGTACGAATTCTCAGTTGAACCATCCTTAAAACCA fur die Amplifikation
einer Sequenz aus PK15 Zellen verwendet. Die amplifizierte Sequenz, die der Ectodoméane
des transmembranen Hullproteins p15Env (Aminoséuren 488-597) entspricht, wurde in den
pCAL-n-Vektor (Stratagene, Amsterdam, Niederlande) kloniert und in E.coli exprimiert. Die
Sequenzierung dieses Klons zeigte, dass das transmembrane Hullprotein von PERV-A
exprimiert wurde (Fiebig, et al., 2003). Fur die Herstellung des Capsidproteins p27Gag von
PERV-C wurde die Sequenz des gesamten gag-Gens amplifiziert, in den pQ-n-Vektor
kloniert und in E.coli exprimiert (QlAgen, Hilden). Das exprimierte Protein wurde durch
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Affinitatschromatographie mittels einer Ni-NTA Séule (QlAgen) und 8 Molar Harnstoff
(Sigma) bei pH 4.0 aufgereinigt.

Peptide, die der immundominanten und immunsuppressiven Doméne von pl5Env
entsprechen (Tab. 3) wurden fiir ELISA Tests verwendet (Tacke, et al., 2001).

Tabelle 3: PERV-spezifische Proteine und Peptide

Proteine/ Préaparation Beschreibung/Herkunft | Methode
Peptide
Rekombinantes Protein exprimiert in E.coli, | PERV-C Gag, Capsidprotein Western
rp27Gag gereinigt uber Affinitdtschromatographie Blot
Rekombinantes Protein exprimiert in E.coli, | PERV-A Env, Western
rpl5Env gereinigt Uber Affinitdtschromatographie transmembranes Hullprotein Blot
Synthetisches, von p15Env abgeleitetes PERV-A Env
PERV-ido | Peptid: immundominante Doméne (Aminosduren 544-562) ELISA
Synthetisches, von p15Env abgeleitetes PERV-A Env
PERV-isu | Peptid: immunsuppressive Doméane (Aminosauren 529-546) ELISA

2.2.3 Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Um Proteinlysate in ihre einzelnen Bestandteile aufzutrennen, wurde eine diskontinuierliche
SDS-PAGE durchgefihrt. Daftr wurden zwei je 1 mm dicke 12%ige SDS-PAGE Trenngele,
bestehend aus 4,2 ml einer 30%igen Mischung aus Acrylamid und N,N-
Methylenbisacrylamid (37,5:1, Roth, Rotiphorese Gel 30), 3,5 ml Gelpuffer (3 M Tris-Base
(Roth), 0,3% SDS), 2,8 ml H,O (Bidest.), 70 ul einer 10%igen Ammoniumpersulfatlésung
(APS, Bio-Rad) und 7 ul TEMED (N, N, N, N*-Tetramethylethylendiamin, Invitrogen),
verwendet. Die fllssige Trenngel-Losung wurde zwischen zwei Glasplatten (Bio-Rad)
gegossen, bis zu einem Zentimeter unter den oberen Rand. Anschliefend wurden die
Trenngele mit Isopropanol (Roth) (berschichtet. Nachdem die Trenngele vollstandig
auspolymerisiert waren (nach ca. 30 min.), wurde das Isopropanol entfernt und es wurden fir
4%ige Sammelgele 560 pl 30%iges Acrylamid/N,N -Methylenbisacrylamid, mit 1,4 ml
Gelpuffer, mit 2,24 ml H,O (Bidest.), mit 70 pl 10%igem APS und mit 7 pl TEMED
gemischt, diese Losung wurde auf die Trenngele gegossen und in die noch fliissige Ldsung
wurden praparative Kdémme gesteckt. Nach dem Erhérten der Sammelgele wurden die Gele

senkrecht in eine Gelkammer (Bio-Rad Mini-System) gespannt, die innere Kammer mit 1x
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Kathodenpuffer (0,1 M Tris-Base, 0,1 M Tricin (Sigma), 0,1% SDS) und die &ullere Kammer
mit 1x Anodenpuffer (0,2 M Tris-Base) gefullt. Die Proteinlysate wurden vor dem Auftragen
mit 1x Laemmli- Probenpuffer (50 mM Tris-HCI, pH 6.8; 4% SDS; 12% Glycerol (Sigma);
0,01% Bromphenolblau (Bio-Rad); 5% 2-Mercaptoethanol (Sigma)) versetzt und fir 5
Minuten bei 95°C gekocht (Eppendorf comfort). Zur Bestimmung der GroRRe der Banden
wurde ein vorgefarbter GroRenstandard (Seeblue® Plus2-Marker, Invitrogen) mitgefihrt. Die
Elektrophorese (PowerPac 300, Bio-Rad) wurde anhand der Bromphenolblau Bande verfolgt
und lief bei 100 Volt fur 1 bis 1,5 Stunden.

2.2.4 DNA Isolierung aus Zellen und Geweben

Fur die Isolierung der DNA wurden adharente Zellen fir 15 Minuten bei 37°C mit 2 ml einer
0,25%igen Trypsin/EDTA-L6sung inkubiert. Die Zellen wurden anschlieBend mit einem
Zellschaber (TPP) vom Boden der Gewebekulturflasche gel6st, mit 8 ml frischem Medium
versetzt, vereinzelt und mit 470 x g fur 10 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert
(Megafuge 1.0 R, Kendro). AnschlieBend wurden die Zellen 1x mit 10 ml sterilem PBS
gewaschen (470 x g, 10 Minuten, Raumtemperatur), mit 5 ml Lysepuffer (10 mM Tris-HCI,
pH 7.4 (Roth); 1 mM EDTA (Merck,), 100 mM NaCl (Merck); 100 pg/ml Proteinase K (20
mg/ml, Invitrogen), 0,5% SDS (10%)) versetzt und fur 2 Stunden bei 60°C im Wasserbad
inkubiert (Fa. Memmert iber Neolab Laborbedarf-Vertriebs GmbH, Berlin).

Zur Phenolextraktion wurde das Zelllysat mit einem halben Volumen Phenol (Roti-Phenol,
Roth) versetzt, gemischt und bei circa 3200 x g fur 10 Minuten zentrifugiert. Die obere
wassrige Phase wurde in ein neues Falconrohrchen (TPP) Gberflihrt und die Phenolextraktion
wiederholt. Zur Phenol/Chloroform-Extraktion wurde die wassrige Phase in ein neues
Falconrohrchen uberfuhrt, mit 1 Volumen Phenol/Chloroform (Roth) versetzt und
zentrifugiert. Anschlielend wurde die Phenol/Chloroform-Extraktion wiederholt. Schlieflich
wurde die wassrige Phase in ein neues Falconréhrchen tberflhrt, mit einem zehntel Volumen
einer 3M NaAcetat-Losung, pH6.5 (Merck) und dem zweifachen Volumen aus eiskaltem
absolutem Ethanol (Roth) versetzt und die DNA wurde Uber Nacht bei -80°C gefillt.
AnschlieBend wurde die DNA bei 4°C abzentrifugiert, 1x mit 70%igem Ethanol gewaschen
und das DNA-Pellet wurde getrocknet. Zuletzt wurde die DNA in 50 bis 100 pl TE-Puffer,
pH 8.0 (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA) geldst und bei -20°C aufbewabhrt.

Fur die DNA-Isolierung aus Geweben und Organen wurden 25 bis 35 mg Gewebe in einem
sterilen Morser mit flissigem Stickstoff versetzt, zerkleinert und in einen mit 5 ml Lysepuffer
(300 pg/ml Proteinase K) gefullten, eisgekihlten Homogenisator tberfuhrt. Das zerkleinerte
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Gewebe wurde fir 10 Minuten homogenisiert, in ein 15 ml-Falconréhrchen dekantiert und
anschlieBend 2 Stunden bei 60°C inkubiert. Zur Fallung der DNA wurde eine Phenol- und
Phenol/Chloroform-Extraktion durchgefuhrt.

2.2.5 RNA Isolierung aus Zellen und Geweben

Um aus 1x10” Zellen pro ml die RNA zu isolieren, wurde 1 ml TRI-Reagenz (Sigma) zu den
in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal tberfiihrten Zellen gegeben, homogenisiert und die Ldsung fur
15 Minuten bei Raumtemperatur unter dem Abzug inkubiert. Anschliefend wurden 200 pl
Chloroform (Roth) dazugegeben, gemischt und fiir 15 Minuten inkubiert. Zur Phasentrennung
wurde das Gemisch bei 12000 x g fur 15 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Die obere wéssrige
Phase wurde in ein neues ReaktionsgefaR Gberfiihrt und mit einem Volumen 70%igem
Ethanol (hergestellt mit DEPC-Wasser: 0,1% Diethylpyrocarbonat (Sigma)) geldst in H,O
(Bidest.) und anschlielend autoklaviert) versetzt. Fir die Fallung und Elution der RNA wurde
die alkoholische Lésung nach den Angaben des RNeasy Mini Kits (QIAgen) behandelt. Die
RNA wurde bei -80°C aufbewahrt.

2.2.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der PCR wurde verwandt, um provirale Sequenzen in zellul&rer genomischer
DNA nachzuweisen. Daflir wurden maximal 1 pg genomische DNA in einem
Reaktionsansatz von 20 ul fir die Amplifikation eingesetzt. Der Reaktionsansatz enthielt
auflerdem je 250 uM der vier Desoxyribonucleotidtriphosphate ATP, CTP, GTP und TTP
(Applied Biosystems), 1,5 mM MgCl, (Applied Biosystems), 0,5 uM Primer, 2 ul 10x PCR-
Puffer (Applied Biosystems) und eine Einheit Tag DNA-Polymerase (,Ampli-Taq* Gold,
Applied Biosystems). Die fir die Amplifikation der PERV-spezifischen Sequenzen
verwendeten Primer sind in Tabelle 4 dargestellt. Die Bedingungen fir die Amplifikation
waren: 1 Zyklus mit 10 Minuten bei 95°C; danach 35 Zyklen mit je 45 Sekunden bei 94°C, 45
Sekunden bei 55°C und 1 Minute bei 72°C; sowie 1 Zyklus mit 7 Minuten bei 72°C
(Multicycler PTC-200, MJ Research, Waltham, MA, USA). Zur Kontrolle gleicher Mengen
an aufgetragener DNA wurden B-Actin Primer (Tab. 4) verwendet. Nach der Amplifikation
wurden die Amplifikate mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und durch die
Verwendung von Ethidiumbromid (Sigma) mit anschlieBender UV-Bestrahlung (Gel-Doc,

Bio-Rad) sichtbar gemacht.
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Tabelle 4: Sequenzen und Bezeichnungen der verwendeten Primer

Region Sequenz (5’—3) Amplifikations- Referenz
produkt (Bp)
gag GCGACCCACGCAGTTGCATA 662 (Paradis, et al.,
CAGTTCCTTGCCCAGTGTCCTT 1999)
pol TTGACTTGGGAGTGGGACGGGTAAC 815 (Czauderna, et al.,
GAGGGTCACCTGAGGGTGTTGGAT 2000)
envA TGGAAAGATTGGCAACAGCG 360 (Le Tissier, et al.,
AGTGATGTTAGGCTCAGTGG 1997)
envB TTCTCCTTTGTCAATTCCGG 263 (Le Tissier, et al.,
TACTTTATCGGGTCCCACTG 1997)
Porzine | TCACCCATCATAGAAGAACTCCTACA 255 (Switzer, et al.,
coll TTTTACGGTTAAGGCTGGGTTATTAATT 1999)
B-Actin | CTACAATGAGCTGCGTGTGG 528 R&D Systems Inc.
AAGGAAGGCTGGAAGAGTGC Kat.-Nr.: RDP-38
MoMLV | TAGGAACAGGGACTACTGCTCTAATG 380 (Irgang, et al.,
p15Env | TTAAACAGTCCCTCAAACCATCCTTG 2004)

2.2.7 Sensitivitat der verwendeten Primer

Die Bestimmung der Sensitivitat der Primer in der PCR gibt einen Hinweis darauf, wie

spezifisch das jeweilige Primerpaar ist. Zur Bestimmung der Sensitivitdt der PERV-

spezifischen Primer PERV-gag, -pol, -envA und -envB wurden je 1x10° 293-Zellen mit
Verdiinnungen von 293/PERV-A/C-, 293/PERV-B- und PK15-Zellen beginnend mit 1x10°
bis 1x10° gemischt. AnschlieRend wurde die DNA der Zellgemische mit Hilfe des DNA
Blood Mini Kits (QlAgen) isoliert und die Konzentration photometrisch bestimmt (Biospec-
1601; Shimadzu Deutschland GmbH, Duisburg). Die Konzentration der jeweiligen DNA-

Gemische wurde mit TE-Puffer auf 100 ng/ul eingestellt. Fiir die anschlieende PCR wurden

100 ng DNA pro Reaktionsansatz eingesetzt.
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228 RT-PCR
Fur das Umschreiben von mRNA in cDNA wurde der One-Step RT-PCR Kit (Invitrogen)

verwendet. Diese Methode ermdglicht die reverse Transkription von mRNA in cDNA und
eine anschliefende PCR mit spezifischen Primern in einem Schritt. Fur die RT-PCR wurden
100 ng mRNA in einem Reaktionsansatz von 20 pl eingesetzt. Die verwendeten Primer
waren:

5- TGCTGTTTGCATCAAGACCGC (vor SD; Vorwartsprimer),

5‘- ACAGACACTCAGAACAGAGAC (hinter SD; Ruckwaértsprimer) und

5‘- ATGGAGGCGAAGCTTAAGGGGA (hinter SA; Rickwartsprimer). Die aufgetragene
Menge an RNA wurde durch Verwendung von B-Actin Primern (Tab. 4) Uberprift. Zur
Kontrolle von DNA-Kontaminationen wurden parallel Reaktionsansétze ohne RT mitgefihrt.
Die Bedingungen fur die Amplifikation waren: 1 Zyklus mit 30 Minuten bei 50°C; gefolgt
von 1 Zyklus mit 2 Minuten bei 94°C; danach 35 Zyklen mit je 45 Sekunden bei 94°C, 45
Sekunden bei 55°C und 1 Minute bei 72°C; sowie 1 Zyklus mit 7 Minuten bei 72°C. Nach der
Amplifikation wurden die Fragmente auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt.

2.3 Immunologische Methoden

2.3.1 PERV-spezifische Antiseren

Es wurden verschiedene PERV-spezifische Antiseren generiert, die in Tabelle 5
zusammengefasst sind. Einige Kontroll-Seren wie Anti-PERV-ido und Anti-PERV-isu
wurden schon von Tacke et al. beschrieben (Tacke, et al., 2001). Fir die Evaluierung der neu
etablierten Methoden wurde ein Ziegenserum gegen das rekombinante transmembrane
Hullprotein p15Env entwickelt (Fiebig, et al., 2003). Zusatzlich wurde ein Antiserum gegen
das rekombinante Capsidprotein p27Gag durch Immunisierung einer Ziege mit dem
rekombinanten Protein generiert. Beide Seren reagierten in ELISA Tests, Western Blots und
Immunfluoreszenztests. SchlieBlich wurden kreuzreagierende Antiseren gegen p30Gag und

gp70Env des murinen Friend-Leuk&mievirus (FLV) verwendet.
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Tabelle 5: Verwendete Antiseren und Antikorper

Antiserum/ FUr die Immunisierung | Beschreibung/Herkunft Spezies
Antikorper verwendetes Antigen
Anti-rp27Gag rp27Gag PERV-C Gag Ziege
Anti-rpl5E rpl5Env PERV-A Env Ziege
Anti-PERV-ido PERV-ido (AS 544-562) PERV-A Env Kaninchen
Anti-PERV-isu PERV-isu (AS 529-546) PERV-A Env Kaninchen
Anti-p30Gag FLV Ziege
Anti-gp70Env FLV Ziege
Anti-Ziege 19gG Ganzes Molekal Isoliert durch Kaninchen
Affinitatschromatographie;
Peroxidase konjugiert/Sigma
Anti-Ziege 1gG Ganzes Molekil FITC konjugiert/Sigma Kaninchen
Anti-Maus 1gG Fab Fragment Peroxidase konjugiert/Sigma Ziege
Anti-Human IgM u-Kette Sigma Ziege
Anti-Human IgG Fc Fragment Sigma Ziege

2.3.2 Spezies-spezifische Antikorper

Die in den immunologischen Untersuchungen verwendeten sekundaren Antikdrper sind

ebenfalls in Tabelle 5 zusammengefasst.

2.3.3 Western Blot

Fur die Untersuchung von Seren verschiedener Spezies auf das VVorhandensein spezifischer
Antikorper, wurden entsprechende Antigene mittels SDS-PAGE in ihre Bestandteile getrennt
und auf PVDF-Membranen (Immobilon™-psq, Millipore, Eschborn) Ubertragen. Dazu
wurden die PVDF-Membran und zwei 3-Millimeter dicke Whatman-Filterpapiere (Bio-Rad)
auf GelgrolRe zurecht geschnitten, die PVDF-Membran in absolutem Methanol (Roth)
angefeuchtet und zusammen mit den Filterpapieren und Gelen in Transferpuffer (48 mM Tris-
Base; 39 mM Glycin (Sigma); 3,75 ml 10%iges SDS; 200 ml Methanol; mit H,O (Bidest.) auf
einen Liter aufgefullt) fur circa 20 Minuten equilibriert. AnschlieBend wurde der Blot wie
folgt zusammengesetzt: Auf die untere Platin-Anode einer Semi Dry Transferzelle (Bio-Rad)
wurde ein Whatman-Filterpapier luftblasenfrei aufgelegt. Die PVDF-Membran und das Gel
wurden nacheinander auf das Filterpapier gelegt und die Luftblasen entfernt. SchlieBlich

wurde auf das Gel das zweite Filterpapier ebenfalls luftblasenfrei aufgebracht. Die
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Transferzelle wurde mit der Kathode verschlossen und die Proteine wurden 1 Stunde lang bei
15 Volt auf die PVDF-Membran transferiert.

Vor dem Auftragen der jeweiligen Seren wurde die PVDF-Membran viermal je 5 Minuten
mit 1x PBS auf einem Schiittler gewaschen und zur Abséattigung unspezifischer Bindungen
mit PBS/3% BSA fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Waschen mit PBS
wurde die Membran in eine Multiscreen-Kammer (Mini-Protean I1; Bio-Rad) eingespannt und
die Seren wurden in 1:100 Verdinnungen mit PBS/0,3% BSA aufgetragen. Nach der
Inkubation fiir 16 Stunden bei 4°C wurde die Membran mit PBS/0,05% Tween 20 (PBST;
Serva, Heidelberg) gewaschen und mit einer 1:1000 Verdinnung der jeweiligen spezies-
spezifischen Antikorper (Tab. 4) fir 1,5 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Schlie3lich
wurde die Membran funfmal mit PBST gewaschen und die Bindung der Antikdrper wurde
durch die Verwendung einer DAB-L6sung (10 mg 3,3‘-Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid
Dihydrat (Pierce, Sankt Augustin, Deutschland) gel6st in 25 ml 25 mM Tris, pH 8.0) und
Peroxid (3 pl einer 30%igen H,O,-Losung (Merck)) visualisiert.

2.3.4 Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA)

Synthetische, von PERV abgeleitete, Peptide (siehe Tab. 3) wurden mit 1 pg pro Well in 96-
Well Platten Gber Nacht bei 37°C immobilisiert. Die Platten wurden einmal mit PBST
gewaschen und fir 1 Stunde mit 100 pl pro Well PBST/3% BSA bei Raumtemperatur
inkubiert. Je 50 pl Testserum pro Well wurden als 1:100 Verdiinnungen und in dreifacher
Ausfuhrung nach dem waschen der Platten mit PBST aufgetragen und fur 1 Stunde bei 37°C
inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBST, wurden die Platten flir eine weitere Stunde mit
1:1000 Verdinnungen von Peroxidase-gekoppelten, anti-humanen und anti-kaninchen y-
Immunglobulin-Antikérpern (1gG; Sigma) inkubiert. Die Bindung der Antikdrper wurde
durch die Verwendung von 30 mg o-Phenylendiamin (Sigma) gelost in 100 ml H,O (Bidest.)
und der Zugabe von 30 pl Peroxid-Lésung visualisiert. Die Farbentwicklung wurde durch die
Zugabe von 2,5 M Schwefelsdure (Roth) gestoppt und bei 492 nm im UV-Spektrometer, mit
620 nm als Referenzwellenlédnge, photometrisch gemessen. Platten ohne Peptide dienten als
Kontrollen. Die Absorption der Negativkontrollen (Platten ohne Peptide) wurde von den mit
Peptiden beschichteten Platten abgezogen. Die Ergebnisse wurden als Positiv bewertet, wenn
sie groRer als der Durchschnitt plus dreimal die Standardabweichung der Negativkontrollen

waren.
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Die Bestimmung der Konzentration des aus porzinen Langerhans’schen Inselzellen
freigesetzten Insulins wurde mit einem kommerziellen Insulin-ELISA Test nach den Angaben

des Herstellers durchgefiihrt (BioSource Europe S.A., Nivelles, Belgien).

2.3.5 Durchflusszytometrie

Um die Expression der PERV-spezifischen Proteine pl5Env und p27Gag zu Uberprifen,
wurden 1x10° Zellen mit 500 pl 3,7%igem Formalin (Formaldehyd-Lésung (Merck) in PBS)
versetzt und fiir 30 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal mit PBS/2%
FKS bei 500 x g fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand abgenommen
und fir 15 Minuten mit 500 pl 0,5% Triton X-100 (Roth) inkubiert. Nach zweimaliger
Zentrifugation mit PBS/2% FKS bei 2300 UpM, wurden die Zellen fir 20 Minuten mit
PBS/5% Magermilchpulver inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen dreimal zentrifugiert
und fir 1 Stunde mit 1:1000 Verdlinnungen der Primarantikorper Anti-rpl5Env, Anti-
rp27Gag und den jeweiligen Isotyp-Kontrollen (Tab. 5) inkubiert. Nach zwei
Zentrifugationsschritten wurden die Zellen fir eine weitere Stunde mit einer 1:6000
Verdunnung des FITC-gekoppelten SekundarantikOrpers Anti-Ziege 1gG inkubiert,
zentrifugiert und in 300 pl FACS-Lysingsolution (BD Biosciences, Erembodegem-Aalst,

Belgien) resuspendiert. Die Messung erfolgte am FACScalibur (BD Biosciences).

2.4 Virologische Methoden

2.4.1 Virusisolate

Fur die Infektionsstudien wurden sterilfiltrierte Zellkulturiiberstande von der porzinen
Nierenzelllinie PK15, die PERV-A und PERV-B produzierte (PK15/PERV), und von der
humanen embryonalen Nierenzelllinie 293, die ebenfalls PERV-A und PERV-B produzierte
(293/PERV; zur Verfligung gestellt von Dr. R. Weiss, London, England), verwendet.
Zusétzlich wurden die Isolate von PERV-B und des rekombinanten PERV-A/C (PERV/5°)
verwendet. Dazu wurden Zellkulturtiberstanden der mit PERV-B bzw. PERV-A/C produktiv
infizierten humanen Nierenzelllinie 293 verwendet. Bei PERV-B handelt es sich um einen
molekularen Klon, der von Dr. D. Onion (Glasgow, England) zur Verfiigung gestellt wurde.
PERV-A/C wurde ursprunglich aus stimulierten primaren PBMC von Mikroschweinen
isoliert (Wilson, et al., 2000; Wilson, et al., 1998). Die Passagierung von PERV-A/C auf 293-
Zellen flhrte zu einer Erhéhung des viralen Titers, die durch genetische Veranderungen in der
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viralen LTR bedingt war (Denner, et al., 2003). In den hier beschriebenen Experimenten
wurde die 5. Passage des PERV-A/C verwendet. Die Titer der sterilfiltierten
Zellkulturuberstande von PK15/PERV, von 293/PERV, von PERV-B und von PERV-A/C
betrugen 1x10™3, 1x10*2, 1x10™" und 1x10* TCIDso/ml (Tissue culture infectivity dose) wie

durch Endpunkt-Titration auf humanen 293-Zellen bestimmt werden konnte.

2.4.2 lIsolierung von Viruspartikeln aus Zellkulturtberstanden

In 12 ml-Zentrifugationsrohrchen (Beckmann GmbH, Minchen) wurden 2 ml einer 20%igen
Saccharose Ldsung vorgelegt und mit 10 ml Zellkulturtiberstand PERV produzierender 293-
Zellen Uberschichtet. Es wurde in einen swing-out-Rotor (SW-41, Beckmann) fiir 3 Stunden
bei 25000 UpM und 4°C ultrazentrifugiert (Beckmann L8-70). Anschlielend wurde der
Uberstand vorsichtig abgenommen und das Viruspellet wurde zur Proteinisolierung in RIPA-

Puffer resuspendiert.

2.4.3 Bestimmung der Reversen Transkriptase Aktivitat

Fur die Bestimmung der Aktivitat viraler Reverser Transkriptase, wurde der C-type-RT™
Activity Assay (Cavidi Tech, Uppsala, Schweden) nach den Anweisungen des Herstellers

verwendet.

2.4.4 Infektionsstudien in vitro

Die Infektion der Zelllinien 293™°*, 293, LLCMK2 und EB176 fand auf zwei
unterschiedliche Arten statt. Einerseits wurden 293™°"-Zellen fiir 7 Tage mit der gleichen
Menge porziner Inselzellen, mit und ohne Zugabe von 8 pg/ml Polybren (Sigma) wéhrend der
ersten 16 Stunden, inkubiert. Polybren erleichtert das Eindringen von Viruspartikeln in die
Zielzelle. Nach sieben Tagen Kokultivierung wurden die Zellen mit 400 pg/ml G418
behandelt, um die porzinen Inselzellen zu entfernen. Ein bis vier Wochen nach der
Behandlung mit G418 wurden die 293-Zellen lysiert und die DNA isoliert.

Andererseits wurden 2x10° 293-, LLCMK2- und EB176-Zellen mit je 10 ml zentrifugiertem
(3200 x g fur 10 Minuten) und sterilfiltriertem (Sterilfilter mit einem Porendurchmesser von
0,45 pm; Schleicher & Schuell) Zellkulturiiberstand PERV-produzierender Zellen versetzt.
Nach einer Infektionszeit von mindestens einer Woche, wurden die Zellen lysiert und die
DNA isoliert.
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Die Infektion von murinen Zelllinien und primaren Zellen erfolgte auf drei unterschiedliche
Arten: 1. 10 ml zellfreies Virus wurden zu 5x10° Zellen in Anwesenheit von 6 bis 16 pg/ml
Polybren (Sigma) gegeben. 2. 1x10° PERV-A/C-produzierende 293-Zellen, die sich in den
oberen Wells einer 6-Well Transwell-Platte (Costar®, Vitaris AG, Baar) befanden, wurden
fur finf Tage mit 1x10° unifizierten murinen Zellen, die sich in den unteren Wells der
Transwell-Platte befanden, inkubiert. Die RT-Aktivitat in den Transwell-Platten betrug 500
mU/ml. 3. Die Mauszelllinie 3T6 wurde mit dem Neomycinresistenzgen transfiziert durch
Transfektion mit dem pcDNA3.1-Vektor (Invitrogen) unter Verwendung des Transfast
Transfektionsreagenz (Promega) und anschlieBender Selektion mit G418 (Gibco BRL). 1x10°
3T6-Zellen wurden dann fir funf Tage mit der gleichen Anzahl an PERV-A/C-
produzierenden 293-Zellen inkubiert, in An- bzw. Abwesenheit von 8 pg/ml Polybren
wéhrend der ersten 16 Stunden. Alle Zellen wurden anschlieBend mit 400 pg/ml G418
behandelt, um die Virus-produzierenden Zellen zu eliminieren und am Tag 6, 10 und 15
wurden die Zellen gesplittet. Die Zellen wurden am Tag 20 mit Proteinase K bei 56°C fir drei
Stunden lysiert und die DNA wurde fir PCR-Analysen mit Hilfe des QIAgen Blood Mini
Kits isoliert.

2.4.5 Infektionsstudien in vivo

Die in vivo Untersuchungen lassen sich in Mausmodelle und erste Kklinische Studien im
Menschen unterteilen. Fur die Infektion mit PERVS in vivo wurden zundchst ménnlichen
BALB/c-Mausen Barium-Alginat-verkapselte porzine Inselzellen (Gaumann, et al., 2000) in
die Peritonealhéhle injiziert. Die Mause wurden 14 Tage vor der Applikation der Inselzellen
mit drei verschiedenen Immunsuppressiva (Zenapax, ProGraf und Rapamune) nach dem
sogenannten Edmonton Protokoll (Shapiro, et al., 2000) behandelt. Die Behandlung mit den
Immunsuppressiva wurde noch 14 Tage nach der Injektion der verkapselten Inselzellen
fortgeflihrt. Nach circa 10 Monaten wurden die Inselzellen wieder entfernt und den Mausen
wurde Blut zur Serumgewinnung entnommen. Um Effekte der Immunsuppressiva
unterscheiden zu kénnen, wurde eine Kontrollgruppe mitgefuhrt, die keine Immunsuppression
erhielt.

In einem weiteren In vivo-Infektionsmodell wurden SCID-Mausen (severe combined
immunodeficiency; mannliche SCID-M4&use, 10 bis 12 Wochen alt und 20 bis 25 g schwer,
Charles River Laboratories, Sulzfeld) zellfreie Zellkulturiiberstinde PERV-A/C-
produzierender 293-Zellen appliziert. Um die Uberstande von Zellen und Zellresten zu

befreien, wurden sie zentrifugiert und sterilfiltriert. Die Applikation zellfreier Lésungen
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verhindert auftretende Komplikationen durch Mikrochimérismus. Den SCID-Mausen wurden
je 1 ml zellfreier Zellkulturiiberstand intra peritonial, intra muskulér und subcutan appliziert.
Nach circa 3 Wochen wurden den Mé&usen die Leber, die Milz und die Nieren entnommmen
und die DNA aus den Organen isoliert. Um mogliche Effekte, die durch das
Zellkulturmedium ausgeldst wurden unterscheiden zu kénnen, wurde einer Kontrollgruppe

nur Zellkulturmedium verabreicht.

2.4.6 Klinische Studien

Bei den Klinischen Studien handelte es sich zun&chst um acht Patienten, die mit einem
extrakorporalen Leberunterstiitzungssystem behandelt wurden, bevor sie ein humanes
Lebertransplantat erhielten (Irgang, et al., 2003; Sauer, et al, 2003). Das
Leberunterstiitzungssystem war mit porzinen Hepatozyten bestuickt, die sich in einem speziell
entwickelten Bioreaktor (Abb. 6 (Gerlach, 1997)) befanden. Die fur den Bioreaktor
verwendeten Hohlfasern bildeten ein dreidimensionales Netzwerk, in dessen Hohlrdume 1,8 x
10" bis 4,4 x 10" porzine Hepatozyten in Kokultur mit nicht-parenchymalen Zellen
kokultiviert wurden. Die Hepatozyten stammten von spezifizierten pathogen-freien
Schweinen der Deutschen Landrasse. Die Tiere waren frei von Zoonosen-verursachenden
Mikroorganismen, wie durch Serologie gezeigt werden konnte. Die Hepatozyten wurden
durch eine Leberperfusion mit Collagenase in finf Schritten erhalten (Gerlach, et al., 1994).
Die Zugabe von tierischer Biomatrix und FKS wurde vermieden. Die Viabilitat der in den
Bioreaktor verbrachten Hepatozyten wurde durch das Trypanblau-Ausschluss Verfahren
bestimmt und variierte zwischen 91 und 98%. Wahrend der Ruhephase von 1 bis 14 Tagen
vor der therapeutischen Anwendung, wurden die Bioreaktoren taglich auf
Stoffwechselaktivitat hin Gberprift. Das Leberunterstitzungssystem bestand aus einem
Blutkreislauf mit einer kontinuierlichen Plasmaseparationseinheit (CRRT, B. Braun,
Melsung) und einem zweiten Kreislauf zur Plasmaperfusion der Bioreaktoren (Hybrid Organ,
Berlin). Der vendse Zugang wurde durch die Verwendung eines doppelwandigen
Dialysekatheters (Arrow International, Reading, PA, USA) in die interne juguldre oder
femorale Vene erreicht. Um die Koagulation zu verhindern, wurde eine kontinuierliche
Infusion von Heparin durchgefiihrt. Das behandelte Plasma wurde mit der Blutzellfraktion

wieder vereinigt und in den Patienten zurlickgeleitet.
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A) HYBRID BIOREACTOR:
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Abbildung 6: Verwendetes Leberunterstiitzungssystem (Gerlach, 1997). A) Design des
mit porzinen Hepatozyten bestiickten Bioreaktors. B) Schema der Perfusion des Bioreaktors
mit dem Serum des Patienten.

Acht Patienten mit akutem oder akutem bis chronischem Leberversagen, die fur eine
Lebertransplantation mit hoher Dringlichkeit vorgesehen waren, wurden in die Studie
aufgenommen. Das Alter der Patienten lag zwischen 26 und 58 Jahren. Die Therapie wurde
initiiert, um eine weitere Verschlechterung der Kklinischen Konditionen der Patienten, auf
Grund des Mangels eines passenden Spenderorgans, zu vermeiden und endete, sobald ein
passendes Organ fur die Transplantation zur Verfligung stand. Die Erlaubnis fiir die Therapie
wurde von den relevanten 6ffentlichen Authoritaten und ethischen Kommissionen eingeholt.
Alle Patienten wurden in einer ausgewiesenen Intensivstation fir Transplantationen
behandelt. Sofort nach der Aufnahme ins Krankenhaus wurden die Patienten fur eine
Lebertransplantation mit hoher Dringlichkeit eingestuft und fir eine Transplantation bei
EUROTRANSPLANT (Leiden, Niederlande) registriert. Alle Behandlungen wurden in voller
Ubereinstimmung mit der Helsinki-Erklarung von 1975 durchgefiihrt. Die Dauer der
Behandlung lag zwischen 8 und 46 Stunden. Serumproben der Patienten wurden vor der
Bioreaktorbehandlung und vor der Lebertransplantation entnommen. Von sieben der acht
Patienten wurden zusétzlich ein halbes, ein und drei bis funf Jahre nach der Behandlung
Serumproben entnommen. Ein Patient verweigerte die Teilnahme an serologischen

Untersuchungen.
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In einer weiteren retrospektiven klinischen Studie (Diatranz, Auckland, Neuseeland), wurden
18 Typ | Diabetes Patienten porzine Inselzellen auf drei unterschiedliche Arten transplantiert:
Erstens, als verkapselte Inselzellen; zweitens, als ein Gemisch aus Sertoli- und Inselzellen in
einem speziell entworfenen Behaltnis und drittens, als freie Inselzellen. Die porzinen
Inselzellen wurden aus den Schweinerassen Large White und Camrough isoliert. Diese
Schweine wurden intensiv auf konventionelle Mikroorganismen und Viren, die relevant flr
die Xenotransplantation sind (PLHV, PCMV und PCV), untersucht. Alle Patienten erhielten
circa 10000 Inselzellaquivalente pro Kilogramm Korpergewicht. Die  Sertoli-
Inselzellstrukturen bestanden aus 20 bis 100 Sertolizellen pro Inselzellaquivalent. Die
Patienten wurden bis zu neun Jahre lang regelmaRig auf pathogene Veranderungen
untersucht. Von 14 Patienten wurde das Serum vor der Transplantation und zu bestimmten

Zeitpunkten nach der Transplantation fiir die PERV-Serologie entnommen.
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3. Ergebnisse

3.1 Keine Ubertragung von PERV auf humane Zellen nach Kokultivierung
mit porzinen Inselzellen der Deutschen Landrasse

Um die Freisetzung von PERV aus porzinen Inselzellen, die potentiell fir die Behandlung
von Diabetes mellitus verwendet werden wirden, zu evaluieren, wurden Inselzellen von
Schweinen der Deutschen Landrasse zusammen mit 293"°*-Zellen fiir 7 Tage kokultiviert.
Waihrend dieses Zeitraums waren die Inselzellen lebendig, wie mittels eines Trypanblau-
Ausschluss Tests gezeigt werden konnte, und produzierten Insulin, das mittels eines Insulin-
ELISA nachgewiesen wurde (Abb. 7). Die Inselzellen in den ersten beiden Experimenten
produzierten hohe Mengen an Insulin, wahrend die Zellen aus der dritten Isolierung weniger
Insulin freisetzten. Ein bis vier Wochen nach der Behandlung der Zellen mit G418, wurde die
DNA der 293™°"-Zellen mit Hilfe von PERV-spezifischen Primern in der PCR auf eine
Integration von PERV-Proviren untersucht. Durch die Verwendung Neomycin-resistenter
293™°"-Zellen und der anschlieRenden Selektion mit G418 wurden die porzinen Inselzellen
eliminiert und ein Mikrochimérismus wurde verhindert. In drei unabhangigen Experimenten
mit verschiedenen Inselzellisolaten aus Schweinen der Deutschen Landrasse, die von
unterschiedlichen Schlachthdusern und Farmen aus Schleswig-Holstein stammten, konnten

3ne0+

bei der Analyse der 29 -Zellen keine Sequenzen von PERV-envA oder -envB amplifiziert
werden (Abb. 8), trotz der Kokultivierung und der Verwendung von Polybren zur Erhéhung
der Infektion der Zielzellen. Zusétzlich konnten auch bei einer PCR mit PERV-gag und
PERV-pol Primern keine proviralen Sequenzen von PERV amplifiziert werden (Daten nicht
gezeigt), wahrend aus der DNA von PK15-Zellen PERV-spezifische gag-, pol-, envA- und
envB-Sequenzen amplifiziert werden konnten. Des Weiteren war in der isolierten 293"°"-
DNA keine DNA porziner Inselzellen mehr vorhanden, wie durch die Abwesenheit von
porzinen  mitochondrialen  COIll-Amplifikationsprodukten  (Untereinheit 11 der
Cytochromoxidase) bestétigt werden konnte. Die Abwesenheit von Kontaminationen wurde
durch die Verwendung von unbehandelten 293™°*-Zellen und Wasser (berpriift. Diese
Ergebnisse zeigten keine Virusfreisetzung aus Inselzellen von Schweinen der Deutschen

Landrasse, die lebendig waren und kontinuierlich Insulin produzierten.
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Abbildung 7: Insulinfreisetzung der porzinen Inselzellen in den ersten 7 Tagen. Die
Insulinkonzentration ist in Mikroinsulineinheiten pro Milliliter (uIU/ml) angegeben. Die
internen Kontrollen einer geringen und einer hohen Insulinfreisetzung hatten Werte von 22,9
+ 1,9 plu/mlund 122,4 £ 22,6 plU/ml (19,4 = 3,9 und 87 £ 17 plU/ml nach den Angaben des
Herstellers).
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Abbildung 8: Keine Infektion mit PERV von 293™°"-Zellen kokultiviert mit porzinen
Inselzellen von Schweinen der Deutschen Landrasse. Der 100 Bp (Basenpaar) Marker
zeigt DNA-Fragmente mit Langen zwischen 100 und 2000 Basenpaaren (Invitrogen). Die
Amplifikationsprodukte PERV-envA und -envB sind 360 bzw. 263 Bp lang. B-Actin und die
porzine COIlI (Porz. COII) zeigen Amplifikationsprodukte von 528 und 255 Bp-Lénge.
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3.2 Keine Infektion von BALB/c-Mausen mit PERV nach Transplantation
verkapselter Inselzellen der Deutschen Landrasse

Trotz der Abwesenheit einer In vitro-Infektion humaner Zellen mit PERV aus Inselzellen der
Deutschen Landrasse, wurden weitere Versuche zur Evaluierung der PERV-Freisetzung
durchgefiihrt. Dazu wurden BALB/c-Méuse verwendet. Die Verwendung eines In vivo-
Xenotransplantationsmodells hat den Vorteil, eine grofiere Auswahl an potentiellen PERV-
suszeptiblen Zellen und Geweben erreichen zu kénnen. Zum Schutz der Inselzellen der
Deutschen Landrasseschweine vor den Immunreaktionen der Mé&use, wurden den Mausen
Barium-Alginat-verkapselte Inselzellen appliziert. Die Verwendung von Immunsuppressiva
14 Tage vor bzw. nach der Transplantation diente ebenfalls zum Schutz der Inselzellen.
Mittels Western Blot und spezifischen Antiseren gegen Hull- und Capsidproteine von PERV
konnten keine PERV-spezifischen Antikérper in mannlichen BALB/c-Mé&usen, denen fur
zehn Monate porzine Inselzell-Transplantate appliziert wurden, detektiert werden (Abb. 9).
Die Qualitat des Western Blots wurde durch die Verwendung tierischer Kontrollseren gegen
p27Gag, rekombinantes p15Env von PERV und einem kreuzreagierenden Serum gegen gp70
von FLV evaluiert. Alle Kontrollseren zeigten positive Reaktionen, die das Vorhandensein
des korrespondierenden Antigens bestétigten. Die Reaktionen der Kontrollseren gegen gp70
und p15Env waren schwacher als die gegen p27Gag, da in der Viruspréparation weniger Env-
Proteine vorlagen. Die in den Seren zweier Tiere der gemischten Gruppe 1V nachgewiesenen
Antikorper (Abb. 9) entsprachen nicht den Molekilgroien PERV-spezifischer viraler
Proteine, waren aber auch nicht gegen porzine Proteine gerichtet, wie durch einen Western
Blot mit Proteinlysaten von porzinen Inselzellen als Antigen bestatigt werden konnte (Daten
nicht gezeigt). Also waren es mit humanen Proteinen kreuzreagierende Antikorper, da das im
Western Blot eingesetzte PERV auf 293-Zellen geziichtet wurde. Hier konnte gezeigt werden,
dass Barium-Alginat-verkapselte  porzine Inselzellen keine PERV-Infektion in
immunsupprimierten BALB/c-Méausen etablierten, wahrend in einem Modellversuch mit
Barium-Alginat-verkapselten PERV-produzierenden Zellen das Virus die Kapseln passieren
konnte (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 9: Western Blot mit Seren von BALB/c-Mausen, die Transplantate von
verkapselten porzinen Inselzellen enthielten. Der verwendete Western Blot beruhte auf
einem viralen Proteinlysat des gesamten PERV als Antigen. Die Kontrollgruppe (Gruppe II)
wurde nicht mit Immunsuppressiva behandelt. Der gemischten Gruppe (Gruppe V) wurden
alle drei Immunsuppressiva verabreicht: Zenapax, humanisierter IL-2Ra-Antikorper; ProGraf,
Lacton aus Streptomyces tsukubaensis; Rapamune, Antibiotika aus S. Hygroscopicus. Die
angegebenen Molekilgrolien entsprechen denen des Seeblue® Plus2-Markers (Invitrogen).

3.3 Analyse der Expression PERV-spezifischer mRNA und Proteine in
Inselzellen der Deutschen Landrasse

Da weder bei der Kokultivierung von 293"°*-Zellen mit Inselzellen der Deutschen Landrasse
noch bei der Transplantation der Inselzellen in BALB/c-Mduse eine Freisetzung von
infektiosem Virus beobachtet wurde, wurde die Expression von PERV-spezifischer mRNA in
den Inselzellen untersucht. Mit Hilfe der RT-PCR und spezifischen Primern fiir gag, pol und
envA konnte keine PERV-spezifische mRNA in den Inselzellen der Deutschen Landrasse
detektiert werden (Abb. 10A). Wurde dagegen RNA von der porzinen Nierenzelllinie PK15
als Positivkontrolle verwendet, konnten distinkte und spezifische Amplifikationsprodukte fir
gag, pol und envA beobachtet werden. Durch die Amplifikation von porzinen COII-
Sequenzen wurde die Verwendung gleicher Mengen an RNA von Insel- und PK15-Zellen
bestatigt. Die Abwesenheit von zellularer DNA wurde durch Weglassen der Reversen
Transkriptase und fehlender Amplifikationsprodukte bestétigt. Wie erwartet, wurden PERV-
Proviren in der DNA von Inselzellen der Deutschen Landrasse durch PCR-Analyse unter
Verwendung von gag, pol und envA Primern detektiert (Abb. 10B). Hier wurde gezeigt, dass
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in Inselzellen aus drei verschiedenen Schweinen der Deutschen Landrasse keine virale mRNA

vorhanden war, trotz der Tatsache, dass Proviren présent waren.
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Abbildung 10: Analyse der Expression von PERV-spezifischen Sequenzen in Inselzellen
der Deutschen Landrasse. A) RT-PCR mit RNA von Insel- und PK15-Zellen unter
Verwendung von gag, pol und envA Primern. Eins der drei Inselzellisolate ist dargestellt. B)
PCR mit DNA aus Insel- und PK15-Zellen. Es sind zwei der drei Inselzellisolate dargestellt.

Um die Ergebnisse aus den RT-PCR Experimenten zu bestatigen und unter Beriicksichtigung
der Maoglichkeit, dass trotz der Abwesenheit von detektierbarer mMRNA PERV-spezifische
Proteine in den Inselzellen exprimiert werden koénnten, wurde eine Analyse mittels
Durchflusszytometrie durchgefiihrt (Abb. 11). Es konnten keine PERV-spezifischen Hull-
oder Capsidproteine (Env oder Gag) in permeabilisierten Inselzellen und uninfizierten 293-
Zellen unter Verwendung von spezifischen Antiseren detektiert werden. Im Gegensatz dazu

zeigten PERV-A/C-produzierende 293-Zellen starke Fluoreszenzsignale.
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Abbildung 11: Proteinexpression von Inselzellen der Deutschen Landrasse in vitro. Bei
den jeweiligen Isotyp-Kontrollen handelt es sich um Ziegenseren, die vor der
Immmunisierung mit rp15Env bzw. rp27Gag entnommen wurden.

3.4 Untersuchung der Infektion von Zelllinien nicht-humaner Primaten mit
PERV

Auf Grund der phylogenetischen Nahe nicht-humaner Primaten zum Menschen, kénnte die
Infektion von Primaten mit PERV zahlreiche Erkenntnisse zur Pathogenitit von PERV
liefern. Daher wurden schon zahlreiche Versuche unternommen, Primaten in vitro mit PERV
zu infizieren (Blusch, et al., 2000; Martin, et al., 1998a; Specke, et al., 2001b). In diesen
Versuchen konnte gezeigt werden, dass sich primdre Zellen und Zelllinien einiger nicht-
humaner Primaten mit PERV infizieren lieRen. In ersten in vivo Versuchen unserer und
anderer Arbeitsgruppen konnte keine Ubertragung von PERV nach Applikation hoher Dosen
in immunsupprimierte Rhesusaffen, Paviane und Schweinsaffen beobachtet werden (Denner,
et al., 2001; Martin, et al., 2002; Specke, et al., 2002b). PERV wurde deshalb auf Zellen von
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Rhesusaffen und Schimpansen passagiert, um flr spatere Versuche ein auf Affenzellen
adaptiertes Virus zu gewinnen.

In der DNA von Zellen der Rhesusaffen-Nierenzelllinie LLCMK2, die mit zellfreiem PERV-
A/C- oder PERV-B inkubiert wurden, lieRen sich zwei bis drei Wochen nach der Inkubation
PERV-spezifische provirale Sequenzen (Abb. 12A) nachweisen. Die Infektion von LLCMK2-
Zellen mit PERV-A/C war mit oder ohne Polybren erfolgreich (Abb. 12A), wie durch die
Amplifikation von PERV-pol und PERV-envA Sequenzen erkennbar war. Bei der
Verwendung von envA-spezifischen Primern wurden in den LLCMK2-Zellen zusatzlich
zelluldre Sequenzen amplifiziert, die mdglicherweise verwandte endogene Retroviren
darstellen. Bei der Infektion von LLCMK?2-Zellen mit PERV-B ohne Zugabe von Polybren,
waren sowohl pol-spezifische als auch envB-spezifische Sequenzen amplifizierbar, wahrend
bei den Zellen, die mit Polybren behandelt wurden, nur envB-spezifische Sequenzen
detektierbar waren. Des Weiteren liel} sich drei Wochen nach der Inkubation mit PERV-B
kaum noch envB-spezifischne DNA amplifizieren. Schlieflich waren die pol-spezifischen
Amplifikationsprodukte der PERV-A/C bzw. PERV-B infizierten LLCMK2-Zellen
schwacher als die von 293/PERV-A/C- und 293/PERV-B-Zellen, die als Positivkontrollen
dienten (Abb. 12A). Die Verwendung gleicher Mengen an LLCMK2-DNA konnte durch die
Amplifikation von B-Actin Sequenzen bestatigt werden.

Bei der lymphoiden Schimpansenzelllinie EB176 lieRen sich eine Woche nach der Inkubation
mit PERV-A/C in der DNA der EB176-Zellen Proviren nachweisen, wie durch die
Amplifikation von pol- und envA-spezifischen Sequenzen bestétigt werden konnte (Abb
12B). Auch hier hatte Poybren keinen Einfluss auf die Effektivitat der Infektion. Die
Verwendung von envA-spezifischen Primern fuhrte ebenfalls zur Amplifikation zuséatzlicher
zelluldrer Sequenzen. Auf Grund der unterschiedlichen Sensitivitdit der PCR bei der
Verwendung der PERV-pol Primer zu den PERV-envB Primern von 1:10° zu 1:10%, lieBen
sich nach der Inkubation von EB176-Zellen mit PERV-B zunachst nur envB-spezifische
Sequenzen detektieren, wahrend pol-spezifische Sequenzen kaum amplifiziert wurden. Zwei
Wochen nach der Infektion unter Verwendung von Polybren, konnten schlieBlich auch pol-
spezifische Sequenzen amplifiziert werden. Allerdings waren die pol und envB-spezifischen

Amplifikationsprodukte wiederum schwécher als die von 293/PERV-B-Zellen.
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Abbildung 12: Nachweis von PERV-Proviren in Zelllinien nicht-humaner Primaten. A)
Die DNA aus LLCMK?2-Zellen wurde 2 bis 3 Wochen nach der Infektion mit PERV isoliert
und mittels PCR auf das VVorhandensein von proviralen Sequenzen uberprift. B) PCR mit der
DNA aus EB176-Zellen
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Die Verwendung gleicher Mengen an EB176-DNA wurde durch die Amplifikation von -
Actin Sequenzen bestatigt. In diesen Versuchen konnte die Infektion von Zelllinien von

Rhesusaffen und Schimpansen mit verschiedenen PERV-Subtypen gezeigt werden.

3.5 Etablierung einer Methode zur Detektion von gespleiRter und
ungespleilster PERV-spezifischer mRNA

Nach der Integration des Provirus ins Wirtsgenom ist ein weiterer wichtiger Schritt zur
Vollendung des Replikationszyklus, die Expression der Volllangen und der gespleiflsten
viralen mRNA. Zusétzlich gibt die Expression von gespleifdter und ungespleiliter viraler
MRNA erste Hinweise darauf, ob virale Proteine synthetisiert werden und ob letztendlich
Viruspartikel freigesetzt werden konnen. Aus diesen Griinden wurde eine Methode
entwickelt, die es erlaubte, zwischen ungespleiliter und gespleiiter viraler mMRNA
unterscheiden zu kénnen. Dazu wurden fiir die Detektion der Volllangen-mRNA von PERV
Primer entwickelt, die links und rechts von der SpleiRdonorstelle lagen (Abb. 13A). Fiir die
Detektion gespleiBter viraler mRNA wurden Primer entwickelt, die links von der
Spleilidonorstelle und rechts von der SpleiBakzeptorstelle lagen (Abb. 13A). Um die
Spezifitat der entwickelten Primer zu Gberprifen, wurde die RNA von 293/PERV-A/C-, von
PK15- und von 293-Zellen in einer RT-PCR eingesetzt (Abb. 13B). Die Primer zur
Amplifikation der Volllangen-mRNA von PERV zeigten Amplifikationsprodukte von circa
220 Bp-Léange bei 293/PERV-A/C- und PK15-Zellen. Das Amplifikationsprodukt der
gespleiliten mMRNA von 293/PERV-A/C hatte eine Lange von circa 470 Bp, wéhrend die RT-
PCR mit PK15-RNA Amplifikationsprodukte von circa 380 und 480 Bp-Lé&nge zeigte. Die
unterschiedlichen Produktlangen entstanden durch Sequenzunterschiede der drei Subtypen
PERV-A, PERV-B und PERV-C. PERV-A und PERV-B wurden von den PK15-Zellen
produziert. PERV-A/C besteht iberwiegend aus PERV-C und wurde von den 293/PERV-
AJ/C-Zellen freigesetzt. Die Spezifitadt der verwendeten Primer wurde durch das Fehlen von
Amplifikationsprodukten in der RNA nicht infizierter 293-Zellen bestatigt. Die Qualitat der
RT-PCR wurde durch fehlende Amplifikationsprodukte in einer Wasserprobe bestétigt. Der
Auftrag gleicher Mengen an RNA wurde durch Amplifikation mit B-Actin Primern bestéatigt.
Durch fehlende Amplifikationsprodukte ohne Reverse Transkriptase wurde die Abwesenheit
zellularer DNA bestatigt. Mit dieser Methode wurde zum ersten Mal die Amplifikation
ungespleiliter und gespleiliter mMRNA von PERV gezeigt. Des Weiteren lieRen sich unter
Verwendung der Primer zur Amplifikation gespleifiter mMRNA die Subtypen PERV-A, PERV-

B und PERV-C voneinander unterscheiden.
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Abbildung 13: Entwicklung einer Methode zur Unterscheidung von ungespleifdter und
gespleiBter mRNA von PERV. A) Lage der ausgewahlten Primer im Provirus. SD,
Spleildonor; SA, SpleiRakzeptor. B) RT-PCR mit RNA von 293/PERV-A/C-, PK15- und
293-Zellen. Die Amplifikationsprodukte der Volllangen-mRNA von 293/PERV-A/C und
PK15 sind 220 Bp lang. Die Amplifikationsprodukte der gespleiiten mRNA von 293/PERV-
A/C und PK15 sind 470 bzw. 380 und 480 Bp lang. Die Amplifikation mit B-Actin Primern
diente der Kontrolle gleicher Mengen an RNA. Die Amplifikation ohne Reverse
Transkriptase (-RT) diente zur Kontrolle der Abwesenheit zellularer DNA.
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3.6 Analyse der Expression ungespleiRter und gespleiliter mRNA von
PERV in infizierten Zelllinien nicht-humaner Primaten

Nach der erfolgreichen Infektion von Rhesusaffen- und Schimpansenzelllinien mit PERV
sollte im né&chsten Schritt die Expression von ungespleiRter und gespleiRter viraler mRNA in
den Zellen analysiert werden, um damit erste Hinweise auf die Synthese viraler Proteine zu
erhalten. Dafiir wurde mittels RT-PCR und der von uns entwickelten Methode zur
Unterscheidung von ungespleif3ter und gespleiliter mRNA zum ersten Mal die Expression der
PERV-mRNA in den Zellen der Rhesusaffen- und Schimpansenzelllinien (LLCMK2 und
EB176) Uber mehrere Wochen hinweg untersucht. Die Volllangen-mRNA von PERV-A/C
konnte bis zu sieben Wochen nach der Infektion von LLCMK2-Zellen (Abb. 14A) und bis zu
acht Wochen nach der Infektion von EB176-Zellen (Abb. 14B) detektiert werden. Zusétzlich
wurde die gespleilite mMRNA von PERV-A/C zwei Wochen nach der Infektion von LLCMK2-
Zellen und eine Woche nach der Infektion von EB176-Zellen detektiert (Abb. 14A und B).
Die Detektion der Amplifikationprodukte der gespleiRten PERV-A/C-mRNA begann in der 2.
Woche nach Infektion der LLCMK2-Zellen (Abb. 14A), waéhrend die der
Amplifikationprodukte der gespleiRten PERV-A/C-mRNA in den EB176-Zellen bereits in der
1. Woche nach der Infektion nachgewiesen wurden (Abb. 14B). Die Amplifikationsprodukte
der gespleiBten PERV-A/C-mRNA waren anschliefend bis zu sieben Wochen nach der
Infektion von LLCMK?2-Zellen und bis zu acht Wochen nach der Infektion von EB176-Zellen
nachweisbar (Abb. 14A und B).

Die Volllangen-mRNA von PERV-B war zwei bis vier Wochen nach der Infektion von
LLCMK?2-Zellen (Abb. 14A) und zwei bis drei Wochen nach der Infektion von EB176-Zellen
(Abb. 14B) nachweisbar. Die Amplifikationprodukte der Volllangen-mRNA von PERV-B
waren funf Wochen nach der Infektion der LLCMK2-Zellen kaum noch nachweisbar (Abb.
14A). In der 6. Woche nach der Infektion war die Volllangen-mRNA von PERV-B sowohl in
den LLCMK2-Zellen als auch in den EB176-Zellen nicht mehr detektierbar (Abb. 14A und
B). Zum gleichen Zeitpunkt waren auch keine proviralen PERV-B-Sequenzen in der DNA der
infizierten Zellen nachweisbar. Zu keinem Zeitpunkt nach der Infektion der beiden Zelllinien
mit PERV-B konnte gespleilte PERV-B-mRNA detektiert werden. Die Amplifikation mit p-
Actin Primern bestétigte die Verwendung gleicher Mengen an RNA. Die Abwesenheit von
zelluldarer DNA wurde durch fehlende Amplifikationsprodukte ohne Reverse Transkriptase
bestatigt. Hier wurde zum ersten Mal die Expression der Volllangen- und gespleiliten mRNA

von PERV-A/C in Rhesusaffen- und Schimpansenzelllinien Gber den gesamten Zeitraum des
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Experiments gezeigt. Die Expression der Volllangen-mRNA von PERV-B verschwand

dagegen nach wenigen Wochen, korrespondierend zum Verlust des PERV-B Provirus.
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Abbildung 14: Expression ungesplei3ter und gespleiter PERV-spezifischer mRNA in
PERV-infizierten Zelllinien nicht-humaner Primaten. A) RT-PCR mit RNA von PERV-
infizierten LLCMK2-Zellen. B) RT-PCR mit RNA von EB176-Zellen. RNA von 293/PERV-
A/C-Zellen diente als Positivkontrolle. Der 1 Kb*-Marker zeigte DNA-Fragmente zwischen
100 und 500 Bp-Léange.
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3.7 Analyse der Replikationsfahigkeit des an Affenzellen adaptierten
PERV-A/C

Die Expression der Volllangen-mRNA und der gespleiiten mRNA von PERV-A/C in den
LLCMK?2- und EB176-Zellen deutete auf die Synthese viraler Proteine und die Freisetzung
von Viruspartikeln hin. Um das zu untersuchen und um zu kléren, ob diese Viren in der Lage
sind, humane und nicht-humane Zellen zu infizieren, wurden zellfreie Zellkulturiiberstande
von PERV-A/C-produzierenden LLCMK?2- und EB176-Zellen mehrfach (ber einen Zeitraum
von zehn Wochen auf uninfizierte LLCMK2- bzw. EB176-Zellen und humane 293-Zellen
gegeben. Mit Hilfe der PCR und den PERV-spezifischen Primern pol und envA konnte eine
Woche nach der Zugabe von LLCMK?2-adaptiertem PERV-A/C (LLCMK2/PERV-A/C) zu
uninfizierten LLCMK2- und 293-Zellen eine Infektion beobachtet werden (Abb. 15A). Auf
Grund der unterschiedlichen Sensitivitdt der PCR bei der Verwendung von pol Primern zu
envA Primern von 1:10° zu 1:10* wurden in den LLCMK2- und 293-Zellen nur provirale
envA Sequenzen detektiert. Diese waren jedoch schwécher als die envA Sequenzen der als
Positivkontrolle dienenden LLCMK2/PERV-A/C-Zellen. Nach einer Zugabe von zellfreien
Virustberstdnden zweimal pro Woche uber einen Zeitraum von neun Wochen waren in den
293-Zellen pol Sequenzen nachweisbar. Allerdings konnten nach zehn Wochen weder pol
noch envA Sequenzen in den 293-Zellen beobachtet werden. Die Amplifikation von B-Actin
Sequenzen bestétigte die Verwendung gleicher Mengen an DNA.

Nach einer dreiwdchigen Zugabe von Virusuberstdnden von EB176-adaptiertem PERV-A/C
(EB176/PERV-A/C) konnten in den EB176-Zellen, im Vergleich zu den Positivkontrollen
(DNA aus EB176/PERV-A/C-produzierenden Zellen) schwache pol und envA
Amplifikationprodukte detektiert werden (Abb. 15B). Diese blieben bis zur zehnten Woche
nachweisbar. Nach einer Zugabe von Virusuberstdnden tber einen Zeitraum von ein bis drei
Wochen konnten in 293-Zellen schwache provirale pol und envA Amplifikationprodukte
detektiert werden. Nach vierwochiger Zugabe von Virusiiberstanden zu den 293-Zellen waren
starke, distinkte pol und envA Sequenzen nachweisbar, die bis zu zehn Wochen lang
detektierbar blieben. Die Schwankungen des Nachweises der pol und envA Sequenzen konnte
wiederum auf die unterschiedliche Sensitivitdit der PCR zurlickgefiihrt werden. Die
Verwendung gleicher Mengen an DNA wurde durch die Amplifikation mit B-Actin Primern
bestatigt. In diesem Experiment konnte gezeigt werden, dass PERV-A/C von LLCMK2-
Zellen und PERV-A/C von EB176-Zellen unbehandelte LLCMK2- bzw. EB176-Zellen und

PERV-suszeptible humane 293-Zellen in vitro infizierten. Aber die Anzahl der freigesetzten
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adaptierten PERV-A/C-Partikel nach der ersten Passage auf LLCMK2- bzw. auf EB176-

Zellen schien relativ gering zu sein.
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Abbildung 15: Infektion von humanen und nicht-humanen Zellen mit PERV-A/C, das
an Affenzellen adaptiert war. A) PCR mit DNA aus LLCMK2- und 293-Zellen nach 10-
wadchiger Zugabe von PERV-A/C von LLCMK2-Zellen. B) PCR mit DNA aus EB176- und
293-Zellen nach Zugabe von PERV-A/C von EB176-Zellen.
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3.8 Keine Ubertragung von PERYV auf murine Zellen in vitro

Neben den Versuchen, ein In vivo-Infektionsmodell zur Pathogenitdt von PERV in nicht-
humanen Primaten zu etablieren, wurden Versuche unternommen, solch ein Modell auch in
Kleintieren zu entwickeln. Allerdings blieben diese Versuche bisher ohne Erfolg (Specke, et
al., 2001b; Specke, et al., 2002a). Eine Infektion mit PERV wurde jedoch fur SCID-Mause
(Deng, et al., 2000; van der Laan, et al., 2000) und Nacktméause (Clemenceau, et al., 2002),
denen porzine Inselzellen transplantiert wurden, beschrieben. Da aber Mikrochimarismus in
diesen Mausexperimenten nicht ausgeschlossen werden konnte und da kirzlich gezeigt
wurde, dass Mé&use keinen Rezeptor fir PERV-A haben (Ericsson, et al., 2003), wurden hier
Infektionsversuche durchgefihrt, bei denen der Mikrochimérismus vermieden werden sollte.
Zunachst  wurden verschiedene Mauszelllinien (3T3, 3T6 und CTLL-2) mit
Zellkulturiiberstanden PERV-produzierender Zellen behandelt. Diese Uberstande stammten:
1. Von der porzinen Nierenzelllinie PK15, die PERV-A und PERV-B produzierte
(PK15/PERYV), 2. von der humanen embryonalen Nierenzelllinie 293, die ebenfalls PERV-A
und PERV-B produzierte (293/PERV), 3. von PERV-A/C-produzierenden 293-Zellen und 4.
von PERV-B-produzierenden 293-Zellen. Keine der Mauszelllinien zeigte eine detektierbare
Reverse Transkriptase-Aktivitdt nach der Behandlung mit den verschiedenen PERV-
Uberstanden, obwohl uninfizierte 293-Zellen, die parallel mit den gleichen Uberstanden unter
identischen Bedingungen inkubiert wurden, produktiv mit PERV-A, PERV-B und PERV-A/C
infiziert wurden. Wenn andererseits primare Zellen von BALB/c- und NMRI-Mausen mit den
verschiedenen Viruspraparationen inkubiert wurden, konnte eine schwache RT-Aktivitat in
den Zellkulturtiberstanden der Nierenzellen von NMRI-Mausen (Abb. 16A) und eine starke
RT-Aktivitat in den Uberstanden embryonaler Zellen von BALB/c-Mausen beobachtet
werden (Abb. 16B). Da jedoch in den Uberstanden der Kontrollzellen, die nicht mit PERV
inkubiert wurden, ebenfalls RT-Aktivitat detektiert wurde, handelte es sich méglicherweise
um murine endogene Retroviren, die von den kultivierten Mauszellen freigesetzt wurden.
Obwohl keine der mit PERV inkubierten murinen Zellkulturen eine produktive Infektion
zeigte, wurden die Zellen auf potentiell nicht-produktive Infektion (provirale Integration)
durch PCR-Analyse von genomischer DNA mit PERV-spezifischen Primern untersucht. In
keiner der murinen Zelllinien und primaren Zellkulturen konnte provirale DNA mit Primern
spezifisch flur pol, envA und envB detektiert werden. Diese Ergebnisse unterstiitzen die
Annahme, dass die in den Uberstanden der murinen primaren Nieren- und Embryozellen

detektierten RT-Aktivitaten auf die Freisetzung von murinen endogenen Retroviren zurtick zu
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fihren sind. Schlielich wurde unter Verwendung von spezifischen Primern fur p15Env vom
MoMLV (Moloney murine leukaemia virus), genomische RNA des MoMLV in den
Uberstianden beider muriner primarer Zellkulturen detektier, unabhangig davon, ob die
Zellkulturen mit PERV behandelt wurden oder nicht (Daten nicht gezeigt).

A) Primare Nierenzellen von NMRI-Ma&usen
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Abbildung 16: Reverse Transkriptase Aktivitat in Zellkulturtiberstanden von primaren
murinen Zellen. A) RT-Aktivitat in Uberstinden von Nierenzellen aus NMRI-Méausen
kultiviert in Abwesenheit oder Anwesenheit von PERV produziert von porzinen PK15-Zellen.
B) RT-Aktivitit in Uberstanden von embryonalen Zellen aus BALB/c-Méausen kultiviert in
Abwesenheit oder Anwesenheit von PERV produziert von infizierten 293-Zellen. In beiden
Fallen wurden frisch praparierte Zellen fiir 24 Stunden mit PERV-enthaltenden Uberstinden
oder nur mit Medium inkubiert.
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Langzeit-Kokultivierungen von PERV-A/C- oder PERV-B-produzierenden 293-Zellen und
uninfizierten 3T6-Zellen in Transwell-Platten erlaubte die kontinuierliche Inkubation mit
frisch  produziertem Virus, aber verhinderte direkten Zellkontakt und dadurch
Mikrochimérismus. Keine PERV-Integration konnte in der DNA der murinen Zellen mittels
PCR-Analyse mit PERV-spezifischen Primern detektiert werden. Da direkter Zellkontakt
moglicherweise die Virusinfektion verbessert, wurden Neomycin-resistente murine 3T6"°"-
Zellen mit PERV-A/C-produzierenden 293-Zellen fir funf Tage kokultiviert. Um
Mikrochimérismus auszuschlieRen, wurden die PERV-A/C-produzierenden 293-Zellen durch
die Behandlung mit dem Selektionsmedium G418 eliminiert. Keine PERV-spezifischen
Sequenzen konnten in den murinen Zielzellen nach Entfernung der Virus-produzierenden
Zellen nachgewiesen werden. Die parallele Kokultivierung von Neomycin-resistenten
293™%"-Zellen mit PERV-A/C- und PERV-B-produzierenden 293-Zellen bei gleicher
Selektionsmethode, resultierte stets in der Infektion der Zielzellen.

Hier wurde gezeigt, dass murine Zelllinien und primare Zellen unter Verwendung
verschiedener Infektionsmethoden, verschiedener PERV-Subtypen und Vermeidung von

Mikrochimarismus nicht mit PERV infiziert werden konnten.

3.9 Keine Infektion von SCID-Mausen mit PERV-A/C in vivo

Obwohl ausgewahlte murine Zellen mit PERV-A und PERV-B in vitro nicht infiziert werden
konnten, besteht die Mdglichkeit, dass andere suszeptible Zellen in vivo vorhanden sind. Da
fur SCID-Mé&use und Nacktmduse eine PERV-Infektion nach Inokulation von porzinen
Inselzellen beschrieben wurde (Clemenceau, et al., 2002; Deng, et al., 2000; van der Laan, et
al., 2000), haben wir SCID-Mause flr unsere Infektionsversuche mit zellfreiem Virus
ausgewahlt. Um die Chancen einer Infektion zu erh6éhen, wurden hochtitrige Préparationen
von PERV-A/C verwendet, ein Virus, das bessere Replikationsraten in vitro erreicht durch
multimerisierte Bindungsstellen fur den Transkriptionsfaktor NF-Y. Zur Vermeidung eines
Mikrochimarismus wurden den SCID-M&usen zellfreie Zellkulturiiberstdnde von PERV-A/C-
produzierenden 293-Zellen appliziert. Da SCID-Mause keine B- und T-Zellen haben, also
keine Antikorper produzieren kdnnen, wurden nur die Organe der M&use hinsichtlich einer
PERV-Infektion mittels PCR untersucht. In der DNA der Milz, der Leber und der Niere von
SCID-Mausen konnten keine PERV-spezifischen proviralen Sequenzen drei Wochen nach der

Inokulation nachgewiesen werden (Abb. 17). Die Applikation von Zellkulturmedium blieb
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ohne Auswirkungen auf die Organe der SCID-Mause. Die Amplifikation von B-Actin
Sequenzen bestatigte die Verwendung gleicher Mengen an DNA. Dieser Versuch zeigte, dass
sich SCID-M4use nicht mit hochtitrigem PERV-A/C infizieren lassen.

Inokulation Kontr
PERV-A/C| Medium |+ -
O
<
— — >
S JZ|2 JZ|a &
— PERYV pol
PERYV envA
S R B-Actin

Abbildung 17: PCR mit DNA aus verschiedenen SCID-Mausorganen. Es wurden jeweils
finf Tieren PERV-A/C-Zellkulturiberstande bzw. Zellkulturmedium appliziert. Als
Positivkontrolle  diente  DNA aus PERV-A/C-produzierenden  293-Zellen. Als
Negativkontrolle wurde DNA von uninfizierten 293-Zellen verwendet.

3.10 Hohere Sensitivitat neuer Nachweismethoden durch Verwendung
rekombinanter viraler Proteine

Da eine Infektion mit PERV in vivo zundchst nur einige Zellen und Gewebe betreffen wirde,
waren potentielle PERV-spezifische AntikOrper in nur sehr geringen Mengen im Serum
vorhanden. Um also die Mdglichkeit zu haben, selbst eine geringe Menge PERV-spezifischer
Antikorper zu detektieren, wurden das transmembrane Hullprotein pl5Env und das
Capsidprotein p27Gag rekombinant hergestellt. Die Sensitivitdt des Nachweises dieser
rekombinanten Proteine wurde im ELISA Uberprift (Abb. 18A und B). Dazu wurden die
durch Immunisierung erhaltenen Antiseren gegen das rekombinante p15Env und das p27Gag
ausgehend von 1:500 (Anti-rpl5Env) und 1:100 (Anti-rp27Gag) Verdunnungen in 1:2
Vediinnungsschritten auf 96-Well Platten, die 1ug pro Well der rekombinanten Proteine oder
1ug PERV-A/C-Proteinlysat enthielten, ausverdinnt.
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A) Sensitivitat des Antiserums gegen rpl15Env
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Abbildung 18: ELISA zur Bestimmung der Sensitivitat der Antiseren gegen rpl5Env
und rp27Gag. A) Ausverdunnung des Antiserums gegen rp15Env in 96-Well Platten mit 1ug
pro Well immobilisiertes rpl5Env und PERV-A/C-Proteinlysat. B) Ausverdinnung des
Antiserums gegen rp27Gag in 96-Well Platten mit 1ug pro Well immobilisiertes rp27Gag und
PERV-A/C-Proteinlysat. In beiden Féllen wurden Dreifachbestimmungen durchgefuhrt.
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Bis zu einer Verdinnung des Antiserums gegen rpl5Env von 1:32000 konnte 1upg des
rekombinanten Proteins zuverlassig nachgewiesen werden, wéhrend fir den Nachweis von
pl5Env in 1pg eines PERV-A/C-Proteinlysats eine Antiserum-Verdinnung von 1:500
notwendig war (Abb. 18A). Das bedeutet, dass in einem Testserum bis zu 64-mal weniger
Antikorper gegen pl5Env vorhanden sein kénnen, wenn 1ug rekombinantes pl5Env als
Antigen verwendet wird. Allerdings muss hier berticksichtigt werden, dass der Anteil von
pl5Env im PERV-A/C-Proteinlysat geringer ist als 1jug. Der Nachweis von 1ug rp27Gag war
bis zu einer Antiserum-Verdinnung von 1:12800 und bei Verwendung von 1ug PERV-A/C-
Proteinlysat bis zu einer Verdinnung von 1:800 moglich (Abb. 18B). In einem Testserum
kdnnen also 16-mal weniger Antikdrper gegen p27Gag vorhanden sein, wenn 1ug rp27Gag
als Antigen verwendet wird. Auch hier muss angemerkt werden, dass die Menge an p27Gag
im PERV-A/C-Proteinlysat nicht 1ug entspricht.

Die Erhéhung der Sensitivitdt des Nachweises von Antikorpern, die gegen virale Proteine
gerichtet sind, konnte mittels der Verwendung von rekombinanten Proteinen als Antigene

erreicht werden.

3.11 Keine Ubertragung von PERV auf Patienten nach extrakorporealer
Leberunterstitzung

Da PERVs in der Lage, sind humane Zellen in vitro zu infizieren (Patience, et al., 1997;
Specke, et al., 2001a; Wilson, et al., 1998) und sich sogar an humane Zellen adaptieren
konnen (Denner, et al., 2001; Denner, et al., 2003), wuchsen die Bedenken, dass die
Xenotransplantation von porzinen Geweben mit einer PERV-Infektion verbunden sein kdnnte
(Chapman, et al., 1995). Aus diesen Griinden wurden Patienten aus ersten klinischen Studien
retrospektiv hinsichtlich einer Infektion mit PERV untersucht. Zun&chst wurden Seren von
sieben Patienten, die mit einem Bioreaktor auf der Basis von porzinen Hepatozyten behandelt
wurden, sowohl vor der Bioreaktorbehandlung und Lebertransplantation als auch ein halbes
bis funf Jahre nach der Behandlung auf Immunantworten gegen PERV untersucht. In allen
Seren konnten keine PERV-spezifischen Antikorper in einem Western Blot basierend auf
einem Virusproteinlysat von PERV als Antigen nachgewiesen werden (Abb. 19A). Die
Qualitat des Western Blots wurde durch die Verwendung von tierischen Kontrollseren gegen
p27Gag, rekombinates p15Env von PERV und einem kreuzreagierenden Serum gegen gp70
von FLV evaluiert. Alle Kontrollseren zeigten positive Reaktionen, die das Vorhandensein

der korrespondierenden Antigene anzeigten.
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Kontr. Patient1 | Patient3| Patient4 Patient 5 Patient 6 Patient 7 Patient 8
Seren

Vor Bioreaktor Behandlung
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Abbildung 19: Western Blot zur Untersuchung von Antikdrpern gegen PERV in
Patienten, die mit einem extrakorporealen Leberunterstitzungssystem behandelt
wurden. A) Verwendung von gereinigtem PERV-Lysat als Antigen. Kreuzreagierende
Antiseren gegen das Hullprotein gp70 und das Kernprotein p27Gag von FLV und Antiseren
gegen das rekombinante transmembrane Hullprotein pl5Env von PERV wurden als
Positivkontrollen zur Evaluierung der Qualitat des Western Blots verwendet. B) Verwendung
des rekombinanten Gag-Proteins als Antigen. Ein Antiserum gegen das rekombinante Gag-
Protein von PERV-C wurde als Positivkontrolle verwendet. C) Verwendung des
rekombinanten p15Env als Antigen. Ein Antiserum gegen das rekombinante p15Env wurde
als Positivkontrolle verwendet. LTX, Lebertransplantation; VVorst, Vorstufen.

Da einige Antigene im verwendeten Viruslysat nur zu einem geringen Anteil vorhanden
waren, wie zum Beispiel p15Env und gp70, wurden neue Detektionsmethoden entwickelt
(siehe Abschnitt 3.10), die zum Nachweis rekombinante Proteine nutzten. Obwohl das
rekombinante pl5Env nur einen Teil des viralen pl5Env (AS 481-595) darstellte und
maoglicherweise einige putative Epitope fehlten, erlaubte die Verwendung von rekombinanten
Proteinen den Einsatz grofRerer Mengen an Antigen. Das rekombinante p27Gag bestand aus
dem gesamten Gag-Molekil von PERV-C. Auf Grund der oben genannten Griinde, waren
diese Methoden sensitiver im Vergleich zu dem Western Blot mit viralem Proteinlysat. Trotz
dieser Vorteile konnten in allen Seren ebenfalls keine Antikdrper gegen die rekombinanten
Proteine rpl5Env und rp27Gag detektiert werden (Abb. 19B und C). Zusatzlich wurden die
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sieben Seren in einem sensitiven ELISA analysiert, der auf der Verwendung von
synthetischen ~ Peptiden  korrespondierend  zur  immundominanten  (ido)  und
immunsuppressiven (isu) Doméne des transmembranen Hullproteins pl5Env von PERV
beruhte (Abb. 20A und B). Diese Peptide wurden als wichtiges diagnostisches Mittel
angesehen, da im Falle von HIV-1 99,9% der Seren der infizierten Individuen mit einem
Peptid, das der immundominanten Doméane von gp4l entsprach, im ELISA reagierten
(Denner, et al., 1994). Peptide korrespondierend zur immundominanten Domane wurden auch
bei Untersuchungen von Tumorpatienten auf Antikorper, die spezifisch fir das humane
endogene Retrovirus HERV-K sind, verwendet (Denner, et al., 1995) und bei Untersuchungen
von Xenotransplantationspatienten, Schlachtern und normalen Blutspendern auf PERV-
spezifische Antikorper (Tacke, et al., 2001). In dem hier verwendeten ELISA waren alle
Seren bis auf drei negativ flr beide Peptide (Abb. 20A und B), wahrend die tierischen
Kontrollseren, die durch Immunisierung mit den korrespondierenden Peptiden von PERV-
p15Env hergestellt wurden, positive Signale zeigten. Die leicht positiven Seren der Patienten
5, 6 und 7 (Abb. 20A und B) enthielten kreuzreagierende Antikorper, die auch in den Seren
von normalen Blutspendern gefunden wurden (Tacke, et al., 2001). Zusammengefasst gaben
diese Ergebnisse keinen Hinweis auf eine Infektion der Patienten mit PERV.
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Abbildung 20: ELISA zur Untersuchung von Patientenseren,

Negativkontrollen).
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die mit einem
extrakorporealen Leberunterstitzungssystem behandelt wurden. A) Verwendung eines
diagnostischen Peptids (PERV-ido) als Antigen, das der immundominanten Doméne von
PERV-pl15Env entspricht. B) Verwendung eines Peptids (PERV-isu) als Antigen, das der
immunsuppressiven Doméne von p15Env entspricht. Antiseren gegen beide Peptide wurden
als Positivkontrollen verwendet, um die Qualitat des ELISA zu evaluieren. Die horizontalen
Linien verdeutlichen die Schwellenwerte (Durchschnitt plus dreimal Standardabweichung der
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3.12 Antikorper gegen porzine Leberproteine in Patienten, die mit einem
extrakorporealen Leberunterstitzungssystem behandelt wurden

Da in den Seren der Patienten, die ex vivo mit einem Leberunterstlitzungssystem behandelt
wurden, keine PERV-spezifischen Antikorper detektiert werden konnten, wurden die Seren
daraufhin untersucht, ob sie Antikorper gegen porzine Proteine entwickelt hatten. Dazu
wurden die Seren in einem Western Blot, der Proteinlysate von porzinen Hepatozyten als
Antigen verwendete, auf Antikorper gegen Schweine-spezifische Leberproteine getestet (Abb.
21). Patient 1 entwickelte Schweine-spezifische p-Immunglobuline (Abb. 21A) und y-
Immunglobuline (Abb. 21B) ein Jahr nach der Behandlung. Fiinf Jahre nach der Behandlung
waren die Schweine-spezifischen p-Immunglobuline immer noch nachweisbar, allerdings in
geringerer Menge, wéhrend die y-Immunglobuline im Vergleich zum ersten Jahr in gleicher
Menge vorhanden waren. Patient 6 entwickelte keine Schweine-spezifischen p-
Immunglobuline Uber den gesamten Zeitraum der Behandlung, y-Immunglobuline konnten
allerdings ein halbes bis ein Jahr nach der Behandlung detektiert werden. Vier Jahre nach der
Behandlung waren keine Schweine-spezifischen y-Immunglobuline mehr nachweisbar. Bei
den Patienten 7 und 8 konnten sowohl Schweine-spezifische p-Immunglobuline als auch vy-
Immunglobuline vor der Bioreaktorbehandlung und der Lebertransplantation detektiert
werden, es waren jedoch nur sehr wenig y-Immunglobuline nachweisbar. Ein halbes Jahr nach
der Behandlung zeigte Patient 7 ein veréndertes Bandenmuster der pu-Immunglobuline und
eine starke y-Immunglobulin-Antwort. Ein und drei Jahre nach der Behandlung konnten keine
Schweine-spezifischen p-Immunglobuline und y-Immunglobuline mehr nachgewiesen
werden. Bei Patient 8 nahm die Bildung von Schweine-spezifischen u-Immunglobulinen und
y-Immunglobulinen von einem halben bis zu drei Jahren nach der Behandlung stetig zu. Bei
den Patienten 3, 4 und 5 konnten nur wenig Schweine-spezifische p-Immunglobuline und vy-
Immunglobuline detektiert werden. In dieser retrospektiven Studie mit Seren von Patienten,
die mit einem extrakorporealen Leberunterstiitzungssystem als Uberbriickung fiir eine
Lebertransplantation behandelt wurden, konnten keine PERV-spezifischen Antikorper
detektiert werden, obwohl einige Patienten nach der Behandlung mit den auf porzinen Zellen

basierenden Bioreaktoren Schweine-spezifische p- und y-Immunglobuline entwickelten.
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Abbildung 21: Western Blot unter Verwendung von Schweineleberproteinen als Antigen
humane p-Ketten-spezifische Immunglobuline als Zweitantikorper.

zur Untersuchung von Seren von Patienten,
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3.13 Keine Ubertragung von PERV auf Patienten nach Transplantation
porziner Inselzellen

Da porzine endogene Retroviren ein Risiko fur den Menschen bei der Transplantation von
porzinen Organen, Geweben und Zellen darstellen koénnten, war es von besonderer
Bedeutung, Patienten, die porzine Inselzelltransplantate erhalten hatten, fur einen langen
Zeitraum nach der Transplantation regelmaRig auf eine mogliche Ubertragung von PERV zu
untersuchen. Daflr wurden Seren von vierzehn der achtzehn behandelten Patienten zu
verschiedenen Zeitpunkten vor und nach der Transplantation mit Hilfe von Western Blot-
Analysen auf PERV-spezifische und porzine Antikdrperantworten untersucht (Tab. 6). Die
Seren von zwei Patienten (Patient 1 und 2) reagierten acht bzw. neun Jahre nach der
Transplantation mit dem Oberflachenhullprotein gp70 von PERV in einem Western Blot, der
gereinigtes PERV-A/C als Antigen verwendete. Das Serum von Patient 4 reagierte bis zu drei
Jahren nach der Transplantation schwach mit gp70. Nach acht Jahren waren keine Antikorper
mehr gegen gp70 nachweisbar. Alle getesteten Seren zeigten keine Reaktion mit dem
Capsidprotein p27Gag und dem transmembranen Hullprotein p15Env im Western Blot mit
PERV-A/C als Antigen. Da p15Env nur in geringen Mengen in PERV-A/C-Proteinlysaten
vorhanden war, wurde zur Erhohung der Sensitivtat ein modifizierter Western Blot basierend
auf den rekombinanten Proteinen von pl5Env und p27Gag als Antigene entwickelt. Alle
Seren wurden unter Verwendung des neuen Tests nochmals untersucht und keines zeigte eine
Reaktion mit dem rekombinanten p15Env (Tab. 6). Bei drei Patienten (Patient 5, 8 und 11)
konnten Antikorper gegen rekombinantes p27Gag detektiert werden. Die Seren dieser
Patienten enthielten allerdings schon vor der Transplantation Antikdrper gegen p27Gag,
jedoch verstérkten sich nach der Transplantation bei den Patienten 5 und 8 die Reaktionen
gegen p27Gag. In allen anderen Seren konnten keine Antikorper gegen p27Gag nachgewiesen
werden. Neun Seren (Patienten 1, 2, 5 bis 7, 9, 10, 13 und 14) enthielten Antikorper gegen
porzine Inselzellproteine.

Zusammengefasst zeigten diese Ergebnisse keine Ubertragung von PERV auf Patienten, die

bis zu neun Jahre nach einer Transplantation von porzinen Inselzellen untersucht wurden.
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Tabelle 6:

Antikorper

gegen

Xenotransplantationspatienten

PERV-Proteine

und porzine

Inselzellproteine in

Patient

Wochen

Antikdrper gegen PERV

nach Tx

gp70

p27Gag

P1l5Env

Antikdrper gegen porzine
Inselzellproteine

-214.,6
15,9
460,3

-6,9
2,0
14,4
410,0

0.4
2,7
15,4
4276

2,4
163,6
394,4

2,7
44,3
312,0

-2,3
2,6
42,9
311,9

0,0
1,1

-13,0
19
6,0

19,1

-13,0
1,9
5,9

10

1,7
6,6
15,3

11

-8,9
2,7
4,6

12

-1,1
1,7
6,6

15,3

13

-8,9
2,7
4,6
7,6

14

-6,0
2,7

Tx, Transplantation. +, schwache Reaktion;
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4. Diskussion

4. Diskussion

4.1 Evaluierung der PERV-Freisetzung aus porzinen Inselzellen der
Deutschen Landrasse in vitro und in vivo

In den letzten Jahren wurden grofle Fortschritte bei der Verbesserung der
Behandlungsbedingungen und Behandlungsstrategien von Patienten mit Diabetes mellitus
gemacht. Zuséatzlich zu verbesserten Therapien und neuen Insulinanaloga (Bolli, et al., 1999),
konzentrierten sich viele Studien auf die Transplantation von Inselzellen (Berney, et al.,
2001). Die Inselzelltransplantationen beinhalteten sowohl humane (Alejandro, et al., 1997,
Meyer, et al., 1998; Oberholzer, et al., 2000; Shapiro, et al., 2000) als auch xenogene
Inselzellen vom Schwein (Groth, et al., 1998; Groth, et al., 1994; Heneine, et al., 1998a). Da
die meisten erfolgreichen klinischen Inselzelltransplantationen durchschnittlich zwei bis vier
humane Donororgane erfordern (Shapiro, et al., 2000), verhindert der zunehmende Mangel an
humanen Donororganen die Behandlung von vielen Diabetes-Patienten. Im Gegensatz dazu
kdnnten Inselzellen unbegrenzt verfligbar werden, wenn Strategien wie die Nutzung von
xenogenen Inselzellen, technisch veranderten humanen Betazelllinien und in vitro oder in vivo
Inselzellexpansionen klinisch anwendbar werden (Groth, et al., 1998; Newgard, et al., 1997,
Ramiya, et al., 2000). Viele Fortschritte wurden bei der Anwendung von Xxenogenen
Inselzellen gemacht. Obwohl nicht-humane Primaten dem Menschen genetisch sehr viel
naher sind, sind Schweine aus mehreren Griinden als Quelle von Transplantaten geeigneter
(Sachs, 1994). Schweine lassen sich schnell und in groBer Anzahl zlchten, ihre Haltung ist
relativ glnstig und einfach, und die Physiologie eines porzinen Organs ist der des humanen
Organs ahnlich. Des Weiteren werden Schweine bereits genetisch modifiziert und Kkloniert,
um die immunologische Abstossung zu verringern (Costa, et al., 2002; Ramsoondar, et al.,
2003). Schliel’lich unterscheidet sich das porzine Insulin von humanem nur in einer
Aminosaure und wurde lange Zeit zur Behandlung von Diabetes-Patienten verwendet.
Allerdings wird die Xenotransplantation nur klinische Relevanz erreichen, wenn das Risiko
einer Ubertragung von pathogenen Mikroorganismen ausgeschlossen werden kann. Bisher
konnte gezeigt werden, dass es moglich ist, die meisten exogenen Mikroorganismen durch
Haltung der Schweine unter qualifizierten oder spezifizierten pathogen-freien Bedingungen zu
eliminieren (Tucker, et al., 2002). PERVs sind aber in das Genom der Schweine integriert und

deshalb wird es schwierig werden, PERV-defiziente Schweine zu ziichten oder zu klonieren.
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Auf Grund der Tatsache, dass PERVs in der Lage sind, humane Zellen in vitro zu infizieren,
in diesen Zellen zu replizieren und einen produktiven Infektionszyklus zu etablieren (Martin,
et al., 1998a; Patience, et al., 1997; Specke, et al., 2001a; Wilson, et al., 1998), wurde intensiv
nach Schweinestdmmen gesucht, die wenig oder keine viralen Partikel freisetzen (Bosch, et
al., 2000; Gorbovitskaia, et al., 2003; Herring, et al., 2001b; Lee, et al., 2002; Tacke, et al.,
2000). Im Gegensatz zu anderen Schweinestimmen (Clemenceau, et al., 2002) exprimieren
Inselzellen der Deutschen Landrasse wenig bis keine PERV-mRNA sowie infektiose Partikel
(Siehe Abb. 10 und 11). Andere Gewebe der Deutschen Landrasse wie Endothelzellen der
Aorta hingegen, sind durchaus in der Lage PERV-spezifische mRNA und Partikel zu
exprimieren (Martin, et al., 1998a). Diese Viren konnten humane Zellen in vitro infizieren,
waren aber in vivo nicht Ubertragbar (Martin, et al., 1998b). Andererseits setzen stimulierte
PBMC der Deutschen Landrasse keine PERV-Virionen frei (Tacke, et al., 2000; Tacke, et al.,
2003). Im Unterschied zu den Ergebnissen dieser Arbeit konnte in einer Studie die Infektion
von humanen Neomycin-resistenten 293-Zellen mit PERV aus Inselzellen von Landrasse-
Schweinen gezeigt werden (van der Laan, et al., 2000). Ein Grund fur diese unterschiedlichen
Resultate konnte die Verwendung von Inselzellen eines anderen Landrasse-Schweinestamms,
zum Beispiel der niederlandischen Landrasse, sein. Oder das verwendete Landrasse-Schwein
zeigte ein verandertes Expressionsmuster von PERV. In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen dieser Arbeit konnte bei Kokultivierungsexperimenten mit Inselzellen anderer
Schweinestdmme und humanen Zellen in vitro ebenfalls keine Infektion der humanen Zellen
mit PERV nachgewiesen werden (Clemenceau, et al., 2001), obwohl die dort verwendeten
Inselzellen PERV-spezifische mRNA exprimierten. Andererseits konnte keine PERV-
spezifische RT-Aktivitét in diesen Inselzellen detektiert werden. Dies deutet darauf hin, dass
in der Studie von Clemenceau et al. (2001) ebenfalls keine viralen Proteine synthetisiert und
dadurch keine infektiosen Partikel freigesetzt wurden.

Im Unterschied zu den Resultaten dieser Arbeit wurde in einer anderen Studie die
Ubertragung von PERV aus porzinen Inselzellen auf Nacktmiuse unter Verwendung von
Inselzellen von SPF-Schweinen der Large-White-Rasse, die PERV-mRNA exprimierten,
beobachtet (Clemenceau, et al., 2002). Allerdings wurden dort unverkapselte Inselzellen
transplantiert, so dass ein falsch-positives Ergebnis durch Mikrochimarismus nicht
ausgeschlossen werden kann. Zusétzlich konnte zwar die DNA von gag in verschiedenen
Mausorganen detektiert werden, aber mRNA von gag wurde in keinem der Organe
exprimiert, was auf die Abwesenheit einer produktiven Infektion von PERV in den

Nacktmdusen hindeutet. In einer weiteren Untersuchung wurden verkapselte Inselzellen
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verschiedener Schweinestdamme in Nonobese-Diabete-Mause (NOD-Mause) und Nacktmause
transplantiert und nach drei Monaten wurden verschiedene Mausorgane hinsichtlich einer
Infektion mit PERV untersucht (Elliott, et al., 2000). In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen dieser Arbeit konnten Elliott et al. keine PERV-spezifische DNA und mRNA in
verschiedenen Mausorganen detektieren, obwohl die Alginat-verkapselten Inselzellen in der
Lage waren, Insulin zu produzieren und frei zu setzen.

Auf Grund der berichteten Resultate ist es zwingend notwendig, einen intensiven Screening-
Test fur Schweinestdmme und Schweine innerhalb eines Stammes zur Selektion von nicht-
PERV-produzierenden Schweinen zu entwickeln. Diese Schweine sollten dann weiter
gezilichtet werden. Beispielsweise wurden in einer Inzuchtherde von Miniaturschweinen Tiere
gefunden, die keine Freisetzung von humantropen PERVs zeigten (Oldmixon, et al., 2002;
Wood, et al., 2004). Obwohl verschiedene Strategien zur Prévention einer PERV-Infektion
von humanen Zellen und Geweben, wie die sSiRNA-Technologie (Karlas, et al., 2004) oder
neutralisierende Antikorper als Basis fur einen Impfstoff (Fiebig, et al., 2003) entwickelt
wurden, waren Knock-out-Schweine die beste Losung. Andererseits dirfen die Risiken der
Rekombination und der Komplementierung von defekten Proteinen durch das VVorhandensein
der verschiedensten Gruppen retroviraler Genome im Schwein, nicht unbeachtet bleiben
(Bosch, et al., 2000; Herring, et al., 2001b; Klymiuk, et al., 2003; Patience, et al., 2001).
Zusammenfassend setzten die verwendeten Inselzellen von Schweinen der Deutschen
Landrasse kein PERV frei und es kam nicht zu einer Infektion von suszeptiblen humanen
Nierenzellen in vitro und von BALB/c-Mé&usen in vivo. Des Weiteren exprimierten die
Inselzellen keine PERV-spezifische mRNA oder Proteine. In Bezug auf diese Ergebnisse
stellen Schweine der Deutschen Landrasse eine vielversprechende Quelle fur die Zucht von

sicheren Schweinen fir die Xenotransplantation dar.

4.2 Versuche der Etablierung eines In vivo-Infektionsmodells mit nicht-
humanen Primaten

Die Tatsache, dass sich humane Zellen in vitro mit PERV infizieren lassen, flihrte zu einer
intensiven Suche nach einem geeigneten Infektionsmodell, um die Pathogenitat von PERV
abschétzen zu konnen. Da nicht-humane Primaten und Menschenaffen dem Menschen
phylogenetisch sehr dnhlich sind, konzentrieren sich die meisten Infektionsstudien bei der
Suche nach einem geeigneten Tiermodell zur Untersuchung einer PERV-Zoonose auf diese
Spezies. In den bisherigen In vivo-Infektionsstudien kam es bei immunsupprimierten nicht-

humanen Primaten, denen porzine Zellen, Gewebe und Organe transplantiert wurden, nicht zu
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einer Infektion mit PERV (Loss, et al., 2001; Martin, et al., 1998b; Martin, et al., 2002;
Specke, et al., 2002b; Switzer, et al., 2001). Da nach neueren Erkenntnissen die Adaptation
von PERV an Zellen anderer Spezies eine wichtige Rolle fir die Infektigsitat spielt (Denner,
et al., 2001; Denner, et al., 2003), wurde PERV auf Zellen von Rhesusaffen und Schimpansen
passagiert, um fur spatere Experimente ein an Affenzellen adaptiertes Virus zur Verfligung zu
haben.

Die in dieser Arbeit gezeigte In vitro-Infektion von Rhesusaffen- und Schimpansenzelllinien
mit PERV konnte schon in anderen Studien gezeigt werden, in denen primére Zellen und
Zelllinien von verschiedenen nicht-humanen Primaten verwendet wurden (Siehe Tab. 7). Im
Unterschied zu diesen Studien, konnte hier jedoch zum ersten Mal die Infektion von
lymphoiden Schimpansenzellen gezeigt werden. Diese Unterschiede konnten durch die
Verwendung von zellfreiem, human-adaptiertem PERV-A/C und PERV-B zustande
gekommen sein. In verschiedenen Studien konnte keine Infektion von Rhesusaffen-
Nierenzellen mit PERV beobachtet werden (Takeuchi, et al., 1998; Wilson, et al., 2000),
obwohl bei Wilson et al. (2000) auch human-adaptiertes PERV fur die Infektion von
Rhesuszellen verwendet wurde. Mdoglicherweise war die verwendete Virusmenge von PERV
zu gering, um eine Infektion in diesen Zellen zu etablieren. Fir diese Hypothese sprechen die
Ergebnisse einer spateren Studie, in der eine schwache Infektion der von Wilson et al. (2000)
verwendeten Rhesus-Nierenzelllinie mit PERV beobachtet wurde (Ritzhaupt, et al., 2002). Es
handelte sich bei dem in der Studie von Ritzhaupt et al. (2002) verwendeten PERV um die
dritte Passage eines urspringlich von Wilson et al. (1998) isoliertes rekombinantes PERV.
Dieses PERV weist einen zehnfach hoheren Titer auf als die zweite Passage des Virus
(Ritzhaupt, et al., 2002). In dieser Arbeit wurde die fiinfte Passage des von Wilson und
Kollegen (1998) isolierten PERVs (PERV-A/C genannt) verwendet. Dieses PERV-A/C
zeichnet sich durch genetische VVeradnderungen in der Primerbindungsstelle der LTR und einen
dadurch bedingten héheren Titer aus (Denner, et al., 2001; Denner, et al., 2003). Andererseits
kdnnte auch die Verwendung verschiedener Rhesusaffen- und Schimpansenzelllinien fur die
unterschiedlichen Resultate verantwortlich sein. Denn in einer Studie von Blusch et al. (2000)
lieRen sich primdre Fibroblasten von Schimpansen mit PERV-envA-Pseudotypen infizieren,
wahrend in anderen Studien keine Infektion mit PERV-envA-Pseudotypen in Fibroblasten-

Zelllinien von Schimpansen nachweisbar war (Takeuchi, et al., 1998).
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Tabelle 7: In vitro-Infektion von nicht-humanen Primatenzellen mit PERV

Spezies Zelllinien/ Resultat Referenz
Primére Zellen
Schweinsaffen PBMC Negativ Specke et al.,
(Macacca nemestrina) 2001
Afrikanische Griine Meerkatzen PBMC Negativ Specke et al.,
(Chlorocebus sabaeus) 2001
Rhesusaffen PBMC Positiv Specke et al.,
(Macacca mulatta) 2001
Pavian PBMC, Milz Positiv Specke et al.,
(Papio cynocephalus) 2001
Cynomolgusaffen PBMC Negativ (Ohne Specke et al.,
(macacca fascicularis) Polybren) 2001
Gorilla (Gorilla gorilla), Primare Positiv: PERV-A, Blusch et al.,
Schimpansen (Pan troglodytes), Fibroblasten Negativ: PERV-B, 2000
Pavian (Papio hamadryas) PERV-C
(Pseudotypisierung)
Schweinsaffen Primare Negativ: PERV-A, Blusch et al.,
(Macacca nemestrina), Fibroblasten PERV-B, PERV-C 2000
Cynomolgusaffen (Pseudotypisierung)
(macacca fascicularis),
Afrikanische Griine Meerkatzen
(Colobus, Saimiri, Alouatta)
Gorilla (Gorilla gorilla), Primare Positiv: PERV-A, Blusch et al.,
Pavian (Papio hamadryas) Fibroblasten PERV-B, PERV-C 2000
(Kokultivierung)

Pavian (Papio hamadryas) B-Zelllinie Positiv: PERV-A, Blusch et al.,

PERV-B 2000

(Kokultivierung)

,Positiv” bedeutet eine produktive Infektion.

76




4. Diskussion

Im Unterschied zu anderen Studien (Ritzhaupt, et al., 2002) konnte in dieser Arbeit zum
ersten Mal die Expression der Volllangen-mRNA und der gespleifiten mRNA von PERV-A/C
in infizierten Rhesusaffen-Nierenzellen und lymphoiden Schimpansenzellen nachgewiesen
werden, wéhrend die Volllangen-mRNA von PERV-B nur begrenzte Zeit in diesen Zellen
nachweisbar war. Die friihe Expression der gespleifiten und ungespleifiten mMRNA von PERV-
A/C lasst sich nur mit der Verwendung des hochtitrigen PERV-A/C erkldren. Die
voriibergehende Expression von ungespleifster PERV-B-mRNA stimmt mit anderen Studien
nicht Oberein, die in Rhesus- und Schimpansenzellen keine Infektion mit Pseudotypen
detektieren (Blusch, et al., 2000; Takeuchi, et al., 1998). Mdglicherweise ist die in diesen
Studien verwendete Methode der lacZ-Pseudotypisierung nicht sensitiv genug, da gezeigt
werden konnte, dass die Detektion von PERV-spezifischen Antikorpern mittels Western Blot
sehr viel sensitiver ist als die lacZ-Pseudotypisierung (Bartosch, et al., 2002). Die Ergebnisse
einer Studie, in der primare Zellen nicht-humaner Primaten laut Pseudotypisierung nur den
Rezeptor fir PERV-A tragen, sich aber dennoch mit PERV-B und PERV-C infizieren lassen
unterstitzen diese Hypothese zusatzlich (Blusch, et al., 2000). Allerdings wurde die
Pseudotypisierung mit zellfreien Partikeln durchgefuhrt, wéhrend die Infektion durch
Kokultivierung getestet wurde. Die zeitlich begrenzte Expression der Volllangen-mRNA von
PERV-B korreliert mit der begrenzten Expression proviraler PERV-B Sequenzen. Dies deutet
auf einen bisher unbekannten Mechanismus hin, der das Eindringen in die Zielzelle und die
Integration des Provirus noch zulésst, aber die Expression gespleifster viraler mRNA
unterbindet. Im Gegensatz dazu ist die Blockierung des retroviralen Replikationzyklus
zwischen dem noch mdglichen Eindringen in die Zielzelle und der nicht mehr mdglichen
Integration des Provirus als Ursache fiir den limitierten Tropismus des murinen
Leuk&mievirus (MuLV) schon lange bekannt (Goff, 1996; Lilly, 1970; Pincus, et al., 1971,
Pryciak and Varmus, 1992). Die Inhibierung der MuLV-Infektion wird durch das murine
Genprodukt Fvl verursacht. Zusétzlich sind in humanen und nicht-humanen Zellen Fvl-
ahnliche Restriktionsfaktoren identifiziert worden (Hofmann, et al., 1999; Towers, et al.,
2000). Im Menschen wird dieser Faktor Refl (resistance factor 1) und in nicht-humanen
Primaten Lv1 (lentivirus susceptibility factor 1 (Cowan, et al., 2002)) genannt. Kirzlich
wurde ein zellulares Protein (TRIM5a) als ein Bestandteil von Lv1 identifiziert, dass in
humanen und nicht-humanen Primaten exprimiert wird (Stremlau, et al., 2004). In humanen
und nicht-humanen Primaten sind diese Faktoren ebenfalls in der Lage, bestimmte Stdamme
von MuLV zu blockieren (Towers, et al., 2000). Des Weiteren kénnen einige nicht-humane

Primaten eine Infektion mit HIV oder SIV blockieren (Hofmann, et al., 1999). Diese
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Blockade ist aber nicht irreversibel, da sie sich durch die Erhéhung des viralen Titers oder
durch Vorinkubation mit dem restringierten Virus tberwinden l&sst (Besnier, et al., 2002).
Die Resultate dieser Studien deuten darauf hin, dass es in den Rhesus- und
Schimpansenzellen mdglicherweise weitere Faktoren gibt, die nach der Integration des
Provirus, also auf der Ebene der Expression viraler mMRNA wirksam werden. Allerdings wird
in den Studien zur Blockierung von Retroviren die Menge an unintegrierter proviraler DNA
gemessen und nicht die Anwesenheit viraler mRNA (Besnier, et al., 2002; Cowan, et al.,
2002; Towers, et al., 2000). Es kann also nicht ausgeschlossen werden, dass einige wenige
Proviren ins Wirtsgenom integrieren und geringe Mengen an viraler mRNA exprimiert
werden. Diese Annahme wird durch eine Studie unterstitzt, in der geringe Mengen proviraler
Sequenzen in infizierten Zellen nicht-humaner Primaten mittels PCR amplifiziert wurden
(Munk, et al., 2002). Moglicherweise spielen noch andere Faktoren, die eine Infektion mit
PERV-B verhindern, eine Rolle. Eine fehlerhafte reverse Transkription koénnte die SD-
und/oder die SA-Stellen verandert haben, so dass die virale mMRNA nicht mehr gespleilit
werden kann. Die reverse Transkriptase besitzt keine ,,Proofreading“-Aktivitat und die
Madglichkeit einer Mutation ist dadurch deutlich erhoht (Burns and Temin, 1994; Dougherty
and Temin, 1988). Andererseits konnte trotz wiederholter Zugabe von zellfreiem PERV-B
uber einen langeren Zeitraum keine produktive Infektion der Rhesusaffen-Nierenzellen oder
der lymphoiden Schimpansenzellen erreicht werden. Dies wirde also bedeuten, dass die
Mutation immer an der gleichen Stelle auftritt, was hdchst unwahrscheinlich ist.

Ein weiterer wichtiger Schritt hin zu einem PERV-Infektionsmodell in nicht-humanen
Primaten in vivo ist die Untersuchung der Freisetzung von infektiosen Partikeln von
infizierten Rhesus- und Schimpansenzellen und die Adaptation dieser PERV-Partikel an
Zellen nicht-humaner Primaten. Die Expression der Volllangen-mRNA und der gespleif3ten
MRNA von PERV-A/C in den beiden Zelllinien nicht-humaner Primaten deutet darauf hin,
dass infektiose Partikel aus diesen Zellen freigesetzt werden. Allerdings konnten weder im
Western Blot noch in der Durchflusszytometrie PERV-spezifische Proteine nachgewiesen
werden (Daten nicht gezeigt). Diese widerspriichlichen Ergebnisse wurden auch schon in
anderern Zelllinien beobachtet (Wilson, et al., 2000). Moglicherweise ist auch die Menge an
freigesetzten Viruspartikeln zu gering, um mit den verwendeten Methoden detektiert zu
werden. Aus diesem Grund wurden die Zellkulturtiberstinde der PERV-A/C-infizierten
Rhesus- und Schimpansenzellen (ber einen Zeitraum von zehn Wochen auf die jeweils
uninfizierten Primatenzellen sowie auf PERV-suszeptible 293-Zellen gegeben. Im

Unterschied zu anderen Studien (Ritzhaupt, et al., 2002), lieBen sich in dieser Arbeit

78



4. Diskussion

Rhesusaffen-Nierenzellen und  293-Zellen mit PERV  von  Rhesusaffenzellen
(LLCMKZ2/PERV-A/C) infizieren. Des Weiteren konnten lymphoide Schimpansenzellen und
293-Zellen mit PERV von Schimpansenzellen (EB176/PERV-A/C) infiziert werden.
Allerdings deutet die geringe Amplifikation von proviraler pol- und envA-DNA auf eine
schwache Infektion der Rhesusaffen- und Schimpansenzellen mit dem jeweils adaptierten
PERV-A/C hin. Nicht-humane Primaten haben mdglicherweise Mechanismen entwickelt, die
zwar eine Primérinfektion zulassen, aber die Ausbreitung der Infektion verhindern. So zeigte
die Studie von Ritzhaupt et al. (2002) ebenfalls die Expression von viraler DNA und mRNA
in neuinfizierten Nieren-, Lungen- und retinalen Endothelzellen von Rhesusaffen, doch eine
Passagierung viraler Partikel war nicht mdglich. Andererseits waren die Lungen- und
retinalen Endothelzellen durchaus in der Lage, humane 293-Nierenzellen zu infizieren
(Ritzhaupt, et al., 2002). Dies deutet allerdings eher darauf hin, dass die verwendeten
Rhesuszelllinien zu wenig Viruspartikel freisetzen, um eine Infektion zu etablieren. Die
Pseudotypisierung mit einem Plasmid bestehend aus VSV-G Sequenzen (Vesikular
stromatitis Virus G) und PERV-env fuhrte zwar zu einer Erhéhung des viralen PERV-Titers
in den retinalen Endothelzellen, aber dieser reichte nicht aus, um uninfizierte Zellen nicht-
humaner Primaten zu infizieren (Ritzhaupt, et al., 2002). Die Moglichkeit der Infektion von
Rhesusaffenzellen scheint stark vom verwendeten Retrovirus abzuhéngen. So konnte zum
Beispiel gezeigt werden, dass sich Rhesusaffenzellen zwar mit SIV oder MuLV infizieren
lassen, aber kaum mit HIV (Hofmann, et al., 1999). Zusétzlich bestehen hinsichtlich der
Freisetzung viraler Partikel aus verschiedenen Geweben der Rhesusaffen betrachtliche
Unterschiede.

Die schwache Infektion von lymphoiden Schimpansenzellen mit EB176/PERV-A/C zeigt,
dass infektiose Partikel aus den 293/PERV-A/C-infizierten Schimpansenzellen freigesetzt
werden. Allerdings deutet die langwierige Infektionsphase von bis zu zehn Wochen darauf
hin, dass Schimpansenzellen nur eine geringe Menge an Viruspartikeln freisetzen. Dies liegt
mdoglicherweise daran, dass die EB176-Zellen eine geringere Proliferationsrate haben als 293-
Zellen. Da PERV zu den einfachen y-Retroviren gehort, ben6tigt es zur Vollendung seines
Replikationszyklus proliferierende Zellen. Ein weiterer Grund fir die geringe Menge
freigesetzter EB176/PERV-A/C-Partikel konnte die Methylierung der proviralen DNA
darstellen. In Wirbeltieren sind 60 bis 90% der Cytidinreste in allen Cytidin/Guanosin-
Dinukleotiden (CpG) methyliert. Die CpG-Methylierung ist mit einer Unterdriickung der
Genexpression verbunden, deren Mechanismen noch nicht vollig aufgeklart sind (Jones and
Takai, 2001). Die Methylierung konzentriert sich hauptsdchlich auf die im Genom des
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Menschen vorkommenden Transposons und Retrotransposons (Yoder, et al., 1997).
Transposons und Retrotransposons sind DNA-Sequenzen, die in der Lage sind, das Genom zu
verlassen und an anderer Stelle wieder in das Genom zu integrieren (Smit, 1999). Zusétzlich
konnte gezeigt werden, dass die provirale DNA in PBMC von Rindern, die mit dem bovinen
Leukamievirus (BLV) infiziert sind, und von HTLV-1-infizierten Patienten methyliert wird
(Clarke, et al., 1984; Kashmiri, et al., 1985; Kitamura, et al., 1985; Ogawa, et al., 1985). Die
Methylierung des Provirus ist auf die Enhancer- und Promotorregionen der LTR konzentiert
(Koiwa, et al., 2002). Allerdings konnte fir BLV in vivo (Tajima, et al., 2003) und fir HIV-1
in vitro (Pion, et al., 2003) keine Korrelation zwischen der Methylierung der LTR und der
Unterdriickung der Expression viraler RNA oder viraler Partikel festgestellt werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die In vitro-Infektion von Rhesusaffen-
Nierenzellen und lymphoiden Schimpansenzellen mit PERV-A/C und PERV-B gezeigt
werden. Die Expression der Volllangen-mRNA der beiden PERV Subtypen war ebenfalls in
den beiden infizierten Zelllinien detektierbar. Die Expression gespleifiter PERV-mRNA lieR
sich dagegen nur in den PERV-A/C-infizierten Zellen beobachten. Die Replikation von
PERV-A/C war in den beiden nicht-humanen Zelllinien allerdings nur gering. Auf Grund
dieser Ergebnisse stellt die VVerwendung eines hochtitrigen und adaptierten PERVS eine
vielversprechende Mdglichkeit dar, ein In vivo-Infektionsmodell in nicht-humanen Primaten

zu etablieren.

4.3 Versuche zur Etablierung eines In vivo-Infektionsmodells mit
Kleintieren

Die Verwendung bzw. Etablierung eines Kleintiermodells zur Simulation der
Xenotransplantation und zur Untersuchung der Pathogenitdt von PERV bietet gegenlber
nicht-humanen Primaten einige Vorteile: 1. Die fir Experimente bendtigte Anzahl an
Versuchtieren l&sst sich beliebig variieren, 2. Die Haltung der Tiere ist relativ kostengunstig
und die Umweltbedingungen lassen sich konstant halten und 3. Die Manipulation der Tiere,
wie zum Beispiel die Applikation von Immunsuppressiva, ist bei Kleintieren wesentlich
einfacher als bei nicht-humanen Primaten. Aus diesen Grunden wurden diverse Versuche
unternommen, Kleintiere mit PERV in vivo zu infizieren (Specke, et al., 2001b; Specke, et al.,
2002a). Jedoch schlugen diese Versuche bisher fehl, trotz Immunsuppression und
erfolgreicher Infektion von Zellen dieser Spezies in vitro und obwohl die Untersuchung
verschiedener Kleintierzelllinien ergab, dass einige davon Rezeptoren fir PERV-A, fir
PERV-B oder fir beide Subtypen tragen (Takeuchi, et al., 1998). Allerdings zeigt die Studie
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von Takeuchi et al. (1998) auch, dass die Suszeptibilitat fir PERV zwischen verschiedenen
Zelllinien derselben Spezies unterschiedlich sein kann. Die Rezeptoren werden also
maoglicherweise nicht ubiquitir exprimiert und/oder sind polymorph in der Erkennung der
Hullproteine von PERV. Das bedeutet, dass es in einem Organismus Zellen und Gewebe
geben konnte, die suszeptibel fir eine PERV-Infektion sind. Aus diesem Grund wurden hier
zunachst verschiedene murine Zelllinien und primare Zellen mit einer Mischung aus PERV-A
und PERV-B oder mit kloniertem PERV-B inkubiert. In Ubereinstimmung mit anderen
Studien (Denner, et al., 2001; Takeuchi, et al., 1998) konnte in dieser Arbeit keine Infektion
muriner Zellen mit PERV-A beobachtet werden. Selbst dann nicht, wenn hochtitriges PERV-
AJC flr die Inkubation verwendet wurde. Fir PERV-B dagegen bleibt die Situation weiterhin
unklar, denn in Pseudotypisierungsexperimenten wurden fur dieses Virus suszeptible murine
Zellen gefunden (Takeuchi, et al., 1998), aber in unseren Experimenten war keine Infektion
nach Inkubation mit einem Gemisch aus PERV-A und PERV-B oder kloniertem PERV-B
detektierbar. Selbst nach Langzeit-Kokultivierung oder direktem Zellkontakt zur
Verbesserung der Infektivitat, konnte keine Infektion der murinen Zellen mit PERV-B
beobachtet werden. Dieser Unterschied zwischen dem Vorhandensein eines PERV-B
Rezeptors und der Abwesenheit einer Infektion in vitro und in vivo wurde auch schon in
Infektionsstudien, die an Ratten durchgefuhrt wurden, beobachtet (Specke, et al., 2001b).

Eine Ubertragung von PERV in vivo wurde fir SCID- und Nacktmiuse beschrieben
(Clemenceau, et al., 2002; Deng, et al., 2000; van der Laan, et al., 2000). Bei der
Interpretation dieser Ergebnisse ergeben sich jedoch einige Schwierigkeiten, da fir die
Transplantation PERV-produzierende porzine Inselzellen verwendet wurden und
Mikrochimérismus auftrat. In der Studie von van der Laan et al. (2000) wurde zwar die
Expression viraler mRNA und Proteine in den Inselzellen nach der Transplantation gezeigt,
doch die Anzahl der Kopien porziner DNA war in allen transplantierten SCID-M&usen
wesentlich hoher als die PERV-spezifischer DNA. Zusatzlich liefl3 sich in rund einem Drittel
der untersuchten SCID-Mausorgane Mikrochimarismus nachweisen. Des Weiteren waren in
der Studie von Clemenceau et al. (2002) in den Mausorganen, die PERV-spezifische
Sequenzen enthielten, auch porzine Sequenzen nachweisbar und in keinem der untersuchten
Organe konnte PERV-spezifische RNA detektiert werden. Aus den oben genannten Grinden,
den hier prasentierten Daten und der Tatsache, dass Mauszellen ein funktionaler Rezeptor flr
PERV-A fehlt (Ericsson, et al., 2003), deuten die berichteten Infektionen von SCID- und

Nacktmausen darauf hin, dass diese auf Grund von zellularem Mikrochimarismus nach
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Applikation von porzinen Inselzellen oder durch Pseudotypisierung mit murinen endogenen
Retroviren zustande gekommen sind.

Ein Tiermodell ist nicht nur fir die Untersuchung der Infektivitdt und Pathogenitédt eines
Virus nitzlich, sondern auch fir die Suche nach antiviral wirkenden Medikamenten und
Impfstoffen. Zum Beispiel koénnen Reverse Transkriptase-Inhibitoren wie AZT die
Replikation von PERV in vitro hemmen (Powell, et al., 2000; Qari, et al., 2001; Stephan, et
al., 2001) und neutralisierende Antikorper, die durch Immunisierung mit dem
transmembranen Hullprotein induziert wurden, konnten als Basis fur einen antiviralen
Impfstoff dienen (Fiebig, et al., 2003). Um zu bestimmen, ob solch ein Impfstoff in der Lage
ist, eine Infektion in vivo zu verhindern, wird ein Tiermodell dringend bendtigt. Bisher sind
nur Meerschweinchen firr solche Experimente geeignet, doch selbst in diesem Modell konnte
nur eine transiente Replikation von PERV beobachtet werden, die nach 12 Wochen nicht
mehr nachweisbar war (Argaw, et al., 2004). Diese Resultate bestitigen vorangegangene
Studien von Onion et al. (2000), die eine begrenzte Infektion kurz nach der Inokulation zeigen
(Onion and et al, 2000) und von Specke et al. (2002a), die keine Hinweise auf eine Infektion
nach 12 Wochen zeigen (Specke, et al., 2002a). Ein anderer Ansatz, ein Tiermodell zu
etablieren, konnte die Entwicklung transgener Mduse sein, die einen normaler Weise auf
Mauszellen nicht vorhandenen PERV-spezifischen Rezeptor exprimieren (Ericsson, et al.,
2003).

4.4 Retrospektive Untersuchung von Patienten, die mit porzinen Zellen und
Geweben behandelt wurden

Weltweit wurden bisher etwa 200 Patienten mit Zellen und Geweben vom Schwein oder mit
einer Ex vivo-Perfusion unter Zuhilfenahme von porzinen Zellen behandelt (Dinsmore, et al.,
2000; Elliott, et al., 2000; Heneine, et al., 1998a; Moza, et al., 2001; Paradis, et al., 1999;
Patience, et al., 1998; Tacke, et al., 2001; Valdes, 2002). Bei keinem der behandelten
Patienten konnte eine Ubertragung von PERV festgestellt werden. Im Rahmen dieser Arbeit
wurden zwei neue Studien analysiert. In der einen wurden Patienten mit akutem
Leberversagen ex vivo mit einem Bioreaktor, der porzine Hepatozyten enthielt, behandelt. In
der anderen wurden Diabetes-Kranke mit Inselzellen vom Schwein behandelt.

Zu den Hauptursachen eines akuten Leberversagens gehdren: Eine akute virale Hepatitis A
und B, die Uberdosierung einer Medikamentation (z.B Acetaminophen), die Einnahme
anderer Toxine (z.B. das Gift des Knollenbl&tterpilzes) und Stoffwechselerkrankungen (z.B.

das Reye-Syndrom). Trotz der Fortschritte in der Intensivmedizin, bleibt die Mortalitatsrate
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relativ hoch (40-80 %) und hangt zum Teil mit den Begleiterscheinungen des akuten
Leberversagens zusammen, die von der Bildung eines Odems im Gehirn (iber Sepsis,
Hyperglykamie, gastrointenstinale Blutungen bis zu akutem Nierenversagen reichen (Gill and
Sterling, 2001). Der Mangel an Spenderorganen und die fehlende sofortige Verfligbarkeit
dieser Organe bedeutet, dass viele Patienten sterben, bevor eine orthotrope
Lebertransplantation durchgefiihrt werden kann. Ein effektives, temporéres extrakorporeales
Leberunterstiitzungssystem kann die Uberlebenschancen verbessern, unabhingig davon, ob
ein Transplantat zur Verfligung steht oder nicht. Der momentane Mangel an humanen
Spenderorganen flihrte zu einer Suche nach alternativen Quellen von Hepatozyten (Riordan
and Williams, 1999). Porzine Organe und Gewebe scheinen die vielversprechendste Wabhl
unter den xenogenen Materialien zu sein. Sie sind fast unbegrenzt verfligbar, die
GroRenverhaltnisse der porzinen Organe zum Menschen sind ideal und die Kenntnis der
Pathoimmunologie, der Physiologie und Ubertragbarer Pathogene ist sehr weit fortgeschritten,
da Schweine als mdgliche Organspender im letzten Jahrzehnt intensiv untersucht wurden. Die
ersten Klinischen Studien zur Behandlung des akuten Leberversagens mit extrakorporealen
bioartifiziellen Leberunterstiitzungssystemen zeigten eine erfolgreiche Uberbriickung bis zur
Lebertransplantation, aber keine Ubertragung von PERV (Kuddus, et al., 2002; Levy, et al.,
2000; Mazariegos, et al., 2001; Morsiani, et al., 2002; Pitkin and Mullon, 1999). In dieser
Arbeit fuhrte die Behandlung von acht Patienten mit einem Bioreaktor basierend auf porzinen
Hepatozyten zu einer Klinischen Stabilisierung und schlieBlich zu einer erfolgreichen
Lebertransplantation mit einer Uberlebensrate von 100% aller acht Patienten. Unsere
Ergebnisse stimmen mit anderen Studien uberein, in denen keine Ubertragung von PERV
gezeigt werden konnte, selbst bei Patienten, die bis zu funf Jahre lang unter
immunsuppressiver Therapie standen (Kuddus, et al., 2002; Pitkin and Mullon, 1999). Die
Abwesenheit von PERV-Partikeln und -Proteinen konnte eine Konsequenz aus der
Verwendung mikropordser Polyethersulfon-Membranen sein, da gezeigt werden konnte, dass
diese Membranen die Freisetzung von PERV-Partikeln verhindern kdnnen, wenn sie flr
Molekiile bis zu einem Molekulargewicht von 400 000 kDa durchl&ssig sind (Nyberg, et al.,
1999). Die in diesen Studien verwendeten Methoden basieren jedoch alle auf der Detektion
proviraler DNA oder viraler RNA mittels RT-PCR, PCR und Southern Blot. Um eine
Infektion durch diese Methoden bestatigen zu konnen, muss das infizierte Gewebe oder
Organ, aus dem dann DNA isoliert wird, vorher bekannt sein. Wenn zum Beispiel das Virus
sich in einem anderen Gewebe auller Blutzellen befindet, muss das relevante Biopsiematerial

vom Patienten erhalten werden. Indirekte Analysen basierend auf der Detektion

83



4. Diskussion

immunologischer Reaktionen gegen PERV im infizierten Individuum sind deshalb wesentlich
besser geeignet, um eine Infektion schnell zu detektieren. In dieser Arbeit wurden verbesserte
Western Blot-Analysen in Ergédnzung zu etablierten Methoden (Tacke, et al., 2001)
verwendet. Durch die Verwendung der rekombinanten Proteine p27Gag und p15Env konnten
groRere Mengen dieser Antigene auf der Blotmembran prasentiert werden, wodurch die
Sensitivtat der Western Blot-Analysen erhéht wurde. Trotz dieser Vorteile konnten keine
PERV-spezifischen Antikorper in den Seren der Patienten detektiert werden. In den ersten
Studien zur Detektion einer PERV-Ubertragung auf humane Xenotransplantatempfanger
wurde nur ein rekombinantes Protein (p27Gag) oder Lysate von Virus-produzierenden Zellen
verwendet (Galbraith, et al., 2000; Paradis, et al., 1999). Aus den erhaltenen Ergebnissen,
darunter positive Reaktionen gegen Gag, war es nicht moglich auf die Abwesenheit einer
Infektion zu schlielen, da die Anwesenheit der Env-Proteine auf dem verwendeten Blot nicht
demonstriert wurde bzw. Env-Proteine nicht aufgetragen wurden. Die Verwendung von
gereinigten Viruspraparationen und Kontrollseren, die gegen alle viralen Proteine entwickelt
wurden, um die Qualitat des Western Blots zu evaluieren, sind zwingend notwendig, um eine
Unterscheidung zwischen positiven und negativen Ergebnissen zu ermdglichen. Die hier
angewandte Kombination aus gereinigtem Virus und rekombinanten Proteinen stellt ein
sensitives und wertvolles System dar, das klar gezeigt hat, dass keine Ubertragung von PERV
stattgefunden hat und dass es eine Verbesserung zu bereits vorhandenen Methoden ist.

Das Fehlen einer PERV-Ubertragung bei den sieben untersuchten Patienten konnte an der
Inaktivierung des Virus durch natirliche Antikérper gegen Galactosyl-a-1-3-galactose
(Galal-3-Gal) liegen, die im menschlichen Korper zirkulieren. Die effektive Inaktivierung
von PERV, das aus porzinen Zellen freigesetzt wurde, durch diese Antikdrper konnte in
einigen Studien gezeigt werden (Rother, et al., 1995; Takeuchi, et al., 1996). Die Entwicklung
von Schweinen, die fir den humanen Decay accelerating factor (hDAF) transgen sind, und
von Galal-3-Gal Knock-out-Schweinen konnte das Risiko einer Ubertragung von PERV
erhéhen, wodurch die Entwicklung sensitiver Nachweismethoden fiir PERV um so wichtiger
wird. Wie auch schon in anderen Studien beobachtet (Baquerizo, et al., 1999; Takahashi, et
al., 1993), ist die Zunahme von Anti-Schweine-spezifischen p- und y-Immunglobulinen in
finf Patienten, moglicherweise auf die erhdhte Menge an porzinem Albumin und anderen
porzinen Antigenen im Plasma der Patienten zuriick zu fiihren. Obwohl bisher noch nicht
bekannt ist, ob Uberhaupt Antikorper gegen das Galal1-3-Gal-Epitop vorhanden waren, so sind
doch 1% aller humanen B-Zellen fahig, Antikorper gegen das Blutgruppen-ahnliche Galal-3-

Gal-Epitop zu generieren (Galili, et al., 1993). Der Nachweis Schweine-spezifischer p- und y-
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Immunglobuline bis zu vier Jahre nach der Behandlung stimmt mit den Beobachtungen
anderer Studien Uberein (Lindeborg, et al., 2001), in denen Patienten xenoimmune Antikdrper
zwischen sechs und acht Jahre nach der Transplantation fotaler porziner Inselzell-ahnlicher
Zellverbénde produzierten. Dabei ist es hdchst interessant, dass die Patienten 7 und 8 bereits
vor der Therapie p-Immunglobulin-Reaktionen gegen Schweine-Antigene zeigten und dass
bei Patient 8 eine Zunahme der Antikorperreaktion zu beobachten war.

Fasst man die Ergebnisse unter Betrachtung der ersten klinischen Xenotransplantationen im
Menschen (Paradis, et al., 1999; Tacke, et al., 2001) und der intensiven Analyse von Seren,
die von Schlachtern stammten, die engen Kontakt zu Schweineblut haben, zusammen, dann
ist es offensichtlich, dass PERV in vivo nicht einfach auf andere Spezies einschlie3lich dem
Menschen bertragen werden kann. Diese Diskrepanz zwischen den Ergebnissen in vitro und
denen in vivo mag infolge der effektiven angeborenen und adaptiven Immunitat der
untersuchten Spezies zustande kommen.

Auf Grund der immensen Fortschritte, die in Bezug auf die Isolierung porziner Inselzellen,
auf die Abschirmung der Inselzellen vor dem Immunsystem des Empfangers und auf die
Entwicklung neuer Immunsuppressiva gemacht wurden (O'Connell, 2002), ist die
Xenotransplantation porziner Inselzellen in den letzten zehn Jahren schon vielfach
durchgefiihrt worden. Durch die aufgekommenen Bedenken beziiglich einer Ubertragung von
PERV auf den Menschen, wurden retrospektive Studien hinsichtlich einer PERV-Ubertragung
durchgefiihrt. Bisher konnten keine Hinweise auf eine Infektion gefunden werden (Elliott, et
al., 2000; Heneine, et al., 1998a; Paradis, et al., 1999). In einer neuen Studie, durchgefuhrt mit
Diatranz Ltd., wurden achtzehn Typ | Diabetes-Kranke, die porzine Inselzelltransplantate auf
drei verschiedene Arten erhalten hatten, mit einem intensiven virologischen Screening bis zu
neun Jahre lang Uberwacht (Garkavenko, et al., 2004). Die Seren von vierzehn der achtzehn
Patienten wurden auf PERV-spezifische Antikdrper untersucht. Die Vorteile einer Messung
der Antikorperreaktionen sind, erstens der leichte Zugang zu den Seren, zweitens die relativ
geringen Kosten dieser Analyse und am wichtigsten drittens die Tatsache, dass positive
serologische Analysen die Infektion eines Individuums klar demonstrieren, wahrend direkte
Methoden von infiziertem Gewebe abhéngig sind. Antikdrper-Analysen werden erfolgreich
zum Nachweis einer Infektion mit anderen humanen und tierischen Retroviren einschliellich
HIV-1 eingesetzt.

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal Antikorper gegen das Hullprotein gp70 in
Xenotransplantationspatienten (Patient 1,2 und 4) nachgewiesen. In den Seren der Patienten 1

und 2 waren diese Antikorper acht bis neun Jahre nach der Xenotransplantation nachweisbar.
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Zusétzlich konnten nach diesem Zeitraum auch Antikorper gegen porzine Inselzellproteine
detektiert werden. Im Serum von Patient 4 waren Antikdrper gegen gp70 zwei Jahre nach der
Transplantation detektierbar. Da keines der drei Seren mit einem weiteren viralen Protein
(p27Gag oder p15Env) reagierte, kann man davon ausgehen, dass diese Patienten nicht mit
PERV infiziert sind. Im Allgemeinen sind Reaktionen gegen mindestens zwei verschiedene
Proteine (Gag oder Pol und eines der Hullproteine) notwendig, um eine Infektion mit HIV
mittels Western Blot-Analyse zu bestatigen. Zusétzlich kann nicht vollig ausgeschlossen
werden, dass die vorhandenen Antikorper gegen gp70 aufgrund von porzinen Inselzellen, die
im Organismus der Patienten 1 und 2 zikulierten (Mikrochimarismus), gebildet wurden, da
auch Antikorper gegen andere Inselzellproteine nachweisbar waren. PERVs sind im Genom
aller Schweine integriert und exprimierte virale Proteine werden auch auf der Zelloberflache
porziner Zellen présentiert. Andererseits waren die Reaktionen gegen gp70 stérker als die
gegen porzine Inselzellproteine. Es bleibt unklar, ob die Reaktionen gegen gp70 auf eine
Kreuzreaktion von Antikdrpern zurlick zu fuhren ist, die gegen Autoantigene, gegen Antigene
anderer Parasiten oder gegen einen verwandten Retrovirus gerichtet sind. Zusatzlich ist
bekannt, dass normale humane Seren gegen die glykosylierten Teile viraler Proteine reagieren
kénnen und dadurch ein falsch-positives Ergebnis erzeugen (Kurth, et al., 1977). SchlieRlich
zeigten die Patienten 1, 2, 3 und 4, die unverkapselte Inselzellen erhielten, keine provirale
DNA und RNA von PERYV in PBMC acht bis neun Jahre nach der Behandlung.

Die Seren von drei Patienten (Patient 5, 8 und 11) zeigten Reaktionen gegen p27Gag von
PERV. Reaktionen gegen das p27Gag-Protein wurden auch schon in anderen Studien
beobachtet (Paradis, et al., 1999; Tacke, et al., 2001). Es ist aufféllig, dass alle drei Seren
schon vor der Xenotranplantation Antikorper gegen p27Gag enthielten, wobei in einem
(Patient 5) zusétzlich Antikorper gegen porzine Inselzellproteine vorhanden waren. Die
bereits vorhandenen Antikorper gegen das p27Gag-Protein sind von besonderem
wissenschaftlichen Interesse. So zeigten einige Seren (5%) von gesunden Blutspendern auch
Reaktionen mit dem Haupt-Capsidprotein p27Gag in Western Blot-Analysen basierend auf
viralen Proteinen (Tacke, et al., 2001). Weiterhin reagierten 11% der Seren von Schlachtern
in deutschen Schlachthdusern mit p27Gag, was ebenfalls nicht als ein Hinweis auf eine
Infektion bewertet werden kann. Immunantworten gegen einzelne virale Proteine, darunter
p24Gag von HIV-1, in Abwesenheit einer Infektion wurden schon friiher beschrieben
(Biggar, et al., 1985; Sayre, et al., 1996). Schlieflich konnte in Patient 5, der verkapselte
porzine Inselzellxenotransplantate erhielt, keine provirale DNA und RNA von PERV in

PBMC bis zu sechs Jahren nach der Transplantation gefunden werden und in den Patienten 8
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und 11, die Aggregate aus Sertoli- und Inselzellen injiziert in vaskularisierte
Kollagenreservoire erhielten, konnten ebenfalls keine Hinweise auf eine PERV-Ubertragung
iiber einen Uberwachungszeitraum von zwei Jahren gefunden werden. Die Antikorper-
Reaktionen gegen porzine Inselzellproteine zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Xenotransplantation konnte auch schon in anderen Studien beobachtet werden (Irgang, et al.,
2003; Sauer, et al., 2003). Zusétzlich wurde in einer Studie Schweine-spezifische
mitochondriale DNA bis zu einem Jahr nach der Transplantation porziner Inselzellen in den
Seren der Empféanger detektiert (Heneine, et al., 1998a).

Diese hier erhobenen Daten bestitigen Studien, die untersucht haben, ob eine Ubertragung
von PERYV in Rezipienten von Xenotransplantaten stattfindet (Herring, et al., 2001a). Zum
Beispiel wurden in zehn Diabetes-Patienten, die einer groBen Menge unverkapselter porziner
Inselzellen Uber einen langen Zeitraum ausgesetzt waren (Heneine, et al., 1998a), keine
Hinweise auf eine PERV-Infektion gefunden. Ebenso in einer Studie von 160 Patienten, die
mit verschiedenen porzinen Geweben einen Tag oder bis zu zwolf Jahre lang behandelt
wurden, bevor sie analysiert wurden (Paradis, et al., 1999; Tacke, et al., 2001). Auch in einer
Studie von 88 Bluterkranken, die den porzinen Gerinnungsfaktor VIII (Hyate C) erhielten,
konnte keine Ubertragung von PERV beobachtet werden, obwohl in allen Konzentraten des
Gerinnungsfaktors PERV-spezifische RNA detektiert werden konnte (Heneine, et al., 2001).
In weiteren Studien, in denen Patienten mit fotalen porzinen neuronalen Zellen (Dinsmore, et
al., 2000) oder mit porzinen Herzklappen (Moza, et al., 2001) behandelt wurden, konnten
wiederum keine Hinweise auf eine Ubertragung von PERV gefunden werden.

Das Fehlen von Hinweisen auf eine Infektion zu diesem Zeitpunkt, schliel3t die Mdglichkeit
einer Infektion in zukinftigen klinischen Studien nicht aus. Um dies zu verhindern, sollten
gut charakterisierte Schweine, die nicht mit bekannten humantropen Viren infiziert sind,
verwendet werden (Clark, et al., 2003; Fishman, 1994; Matthews, 2001; Michaels, 2001;
O'Rourke, 2000; Tucker, et al., 2003). In Bezug auf PERV, das in allen Schweinestdmmen
prasent ist, sollten spezifische Strategien einschlieBlich der Verwendung von Tieren, die kein
PERV freisetzten (Oldmixon, et al., 2002; Scobie, et al., 2004) oder der Entwicklung eines
Impfstoffes (Fiebig, et al., 2003), entwickelt werden, die eine PERV-Ubertragung verhindern.
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5. Zusammenfassung

Die im Genom der Schweine integrierten porzinen endogenen Retroviren (PERV) gehdren zu
den potentiellen humanpathogenen Erregern, die eines der Risiken bei der
Xenotransplantation von porzinen Zellen, Geweben und Organen darstellen. Die daraus
resultierenden drei Verfahrensweisen zur Abschdtzung des Infektionsrisikos von PERV
wurden angewendet und ergaben folgende Ergebnisse:

Porzine Inselzellen wurden in vitro und in vivo auf ihre Féahigkeit, PERV zu produzieren,
untersucht. Solche Inselzellen wirden potentiell fir die Behandlung von Diabetes mellitus
verwendet werden. Die untersuchten Inselzellen von Schweinen der Deutschen Landrasse
setzten keine Viruspartikel frei und konnten somit auch keine humanen Zellen infizieren. Des
Weiteren wurde auch keine Infektion bei BALB/c-Méausen, denen Inselzellen appliziert
wurden, beobachtet. Schweine der Deutschen Landrasse kdnnten deshalb als Ausgangsbasis
flr die Zucht sicherer Schweine fiir die Xenotransplantation dienen.

In ersten Versuchen der Arbeitsgruppe konnte keine Ubertragung von PERV nach
Applikation hoher Dosen in immunsupprimierte Rhesusaffen, Paviane und Schweinsaffen
beobachtet werden. PERV wurde deshalb auf Zellen von Rhesusaffen und Schimpansen
passagiert, um fir spétere Versuche ein auf Affenzellen adaptiertes Virus zu gewinnen.
Obwohl die verwendeten Affenzellen infektioses PERV produzierten, war die Replikation nur
gering. In einem zweiten Modellversuch wurde murinen Zellen in vitro und SCID-Mausen in
vivo zellfreies PERV in hohen Dosen appliziert. Da keine Infektion mit PERV beobachtet
wurde, muss zwingend angenommen werden, dass Publikationen anderer Arbeitsgruppen, die
porzine Inselzellen in SCID-Ma&use applizierten und eine PERV-Infektion diagnostizierten,
ein falsch-positives Ergebnis auf Grund einer Kontamination mit porzinen Inselzellen
(Mikrochimérismus) oder auf Grund von Pseudotypisierungen mit murinen endogenen
Retroviren wiedergeben. Unsere Befunde werden dadurch erhértet, dass der Rezeptor fir
PERV-A auf murinen Zellen nicht exprimiert wird und diese auch in vitro nicht infiziert
werden konnten.

Weltweit wurden etwa 200 Patienten mit Zellen und Geweben vom Schwein oder einer Ex
vivo-Perfusion unter Zuhilfenahme von Schweinezellen behandelt. Bei keinem konnte eine
Ubertragung von PERV festgestellt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei neue
Studien analysiert. In der einen wurden Patienten mit akutem Leberversagen ex vivo mit
einem Bioreaktor, der Leberzellen vom Schwein enthielt, behandelt. In der anderen wurden

Diabetes-Kranke mit Inselzellen vom Schwein behandelt. Der Nachweis der Infektion erfolgte
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indirekt; mit neu entwickelten immunologischen Methoden wurden Antikorper gegen PERV
gemessen. In beiden Studien konnte keine Ubertragung von PERV beobachtet werden.

Alle drei angewendeten Verfahrensweisen zeigten, dass die Wahrscheinlichkeit einer PERV-
Ubertragung geringer ist als frilher angenommen. Diese Analysen bilden die Grundlage fir
neue Methoden zum Nachweis der PERV-Freisetzung von porzinen Zellen, zum Nachweis
einer PERV-Infektion in Tiermodellen und klinischen Xenotransplantationen und fur die

Etablierung eines Tiermodells mit nicht-humanen Primaten.
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