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Zielsetzung 13

2. Zielsetzung

Die Xenotransplantation, d.h. die Ubertragung von Zellen, Geweben und
Organen einer Spezies auf eine andere, ist beim Menschen derzeit nur mit
Schweinen als Spendertiere denkbar. Neben den physiologischen und
immunologischen Problemen ist vorerst das Risiko einer Ubertragung potentiell
pathogener Mikroorganismen nicht auszuschliel3en. Ein besonderes Risiko geht
von den porcinen endogenen Retroviren (PERVS) aus, die im Genom aller
Schweine vorhanden sind und die menschliche Zellen in vitro infizieren konnen.
Im Rahmen einer Risikoevaluierung zur Ubertragung von PERV auf den
Menschen durch eine Xenotransplantation soll in dieser Diplomarbeit die
Southern Blot-Methode zum Nachweis der PERV-Provirusintegration etabliert
werden. Diese Methode ware hilfreich, um die Integrationsorte von PERV im
porcinen Genom zu untersuchen. Da gezeigt worden war, dass PERV von
peripharen Blutzellen (PBMCs) freigesetzt wird, und es dabei Unterschiede in
der Virusfreisetzung zwischen den einzelnen Schweinerassen und den
Individuen dieser Rassen gibt, konnte untersucht werden, ob es eine
Korrelation zwischen der Haufigkeit und der Verteilung von integrierten PERV-
Proviruskopien und der entsprechenden Virusfreisetzung gibt. Niedrig-
exprimierende Tiere konnten dabei von besonderer Bedeutung fur die
Xenotransplantation sein. Weiterhin kdnnte mit dieser Methode die Integration
von PERV nach der Infektion von humanen und tierischen Zellen charakterisiert
werden. Es ware von Interesse zu ermitteln, ob das Virus an immer gleichen
Stellen in die jeweiligen Genome integriert und ob es dabei zu Unterschieden in
der Anzahl der integrierten Kopien kommit.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten In vitro-Infektionsversuche an humanen Zellen
durchgefuhrt werden, um menschliche Zielzellen zu identifizieren und die
potentiellen Risiken fir den Menschen zu evaluieren. Dazu wurden humane
Zellen mit PERV von Virus-produzierenden 293-NIH Zellen infiziert. Fur die
Infektionsversuche wurden zudem primare Zellen verwendet, die im
Unterschied zu immortalisierten Zelllinien die natirlichen Bedingungen im

Menschen besser widerspiegeln.
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3. Material und Methoden

3.1 Gerate

Gerat Hersteller

Bakterienschuittler New Brunswick Scientific Co. Inc. (G 25)

Brutschréanke Heraeus Instruments bbd 6220
Heraeus T 6060

Entwickler Fuji-Film, FPM-100A

ELISA-Reader Tecan (Spectra Classic)

Geldokumentation:

Bildschirm Hitachi

Drucker Mitsubishi (P 90)

Optik Kaiser

Steuerelement Cybertech (CS 1)

UV-Tisch Biometra

Gelelektrophorese:

Gelkammern Biorad (Sub Cell GT 192)
Biorad (Wide Mini-Sub Cell GT)

Netzgerat Biorad (Mini-Sub Cell GT)
Biorad (Power Pac 300)

Heizblock Eppendorf Thermomixer 5436

Heizplatte lkamag REC-G

Horizontalschiittler GFL, 3016

Hybridisierungsofen Heraeus Instruments HERA 12
Appligene Mini Hybridisation Oven

Magnetrthrer Eppendorf Thermomixer 5436
Megafuge Heraeus Instruments 1.0 R

Mikroskop Zeiss (ID 03)

Mikrowelle Moulinex, Micro-Chef FM B930, 1100 W
pH-Meter Multical WTW pH 526

Photometer Shimadzu UV-1202
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Gerat

Hersteller

Scintillationszahler

Beckmann

Sterilbanke

The Baker Co. Inc. (SterilGard, Class II, Type A/B3
Biogard Hood

Thermocycler

Biozym (MJ Research PTC-200)
Eppendorf (Mastercycler Gradient)

UV-cross-linker

Straragene, Stratalinker 1800

Vakuum Blotter

Pharmacia, Vacu Gene XL

Vortex Bender & Hobein AG, Vortex Genie 2
Waagen Sartorius (LP2200P)

Sartorius (Isocal — AC 2115)
Wasserbad Koéttermann GFL
Zentrifugen Heraeus Megafuge 1.0 R

Heraeus Minifuge RF
Eppendorf (Centrifuge 5415 D)
Eppendorf (Centrifuge 5403)

Stratagene

3.2 Verbrauchsmaterialien

3.2.1 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Ammoniumchlorid

Merck, Darmstadt

Agarose

Roth GmbH, Karlsruhe

N, N-Dimethylformamid

Perseptive Biosystems, Warington, UK

EDTA

Merck, Darmstadt

Ethanol

Merck, Darmstadt

Glutamin

PEI, Langen
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Chemikalie

Hersteller

Glutaraldehyd

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Glycerin Roth GmbH, Karlsruhe
Glykogen Boehringer, Mannheim

HCI conc. Merck, Darmstadt

HEPES PEI, Langen

Isopropanol Merck, Darmstadt

IPTG Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Methanol Merck, Darmstadt
Milchpulver Marvel, England

Natriumacetat

Applichem, Darmstadt

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt

Natriumcitrat

Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt

Phenol Roth GmbH, Karlsruhe
Chloroform Roth GmbH, Karlsruhe
Polybrene Sigma-Aldrich, Deisenhofen
SDS Merck, Darmstadt

Tris-hydroxymethyl-aminomethan

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Versen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Wasserstoffperoxid

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

3.2.2 Oligonukleotide

Bezeichnung Sequenz (5’-3’)

Referenz

env (PERV-A)

TGG AAA GAT TGG CAA CAG CG

AGT GAT GTT AGG CTC AGT GG

Le Tissier et al.,
(1997)

env (PERV-B)

TTCTCCTTT GTC AAT TCC GG

TACTTT ATC GGG TCC CAC TG

Le Tissier et al.,
(1997)
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Bezeichnung

Sequenz (5’-3’)

Referenz

env (PERV-C)

CTG ACC TGG ATT AGA ACT GG

Takeuchi et al.,

ATG TTA GAG GAT GGT CCT GG (1998)
gag (PERV): GCG ACCCACGCAGTTGCATA Paradis et al.,
AG TTC CTT GCC CAG TGT CCTT (1999)
env (PERV-C) GCTACC TCT TCT TGT TGG CTATGC Akiyoshi et al.,
CAC CAC CTG TCA TAA CCA GGT ACC (1998)
gag (PERV) CCC GAT CAG GAG CCC TAT ATC CTT Akiyoshi et al.,
ACG TG
CGC AGC GGT AAT GTC GCG ATC (1998)
TCG T
pol (PERV) TTG ACT TGG GAG TGG GAC GGG Czauderna et al.,
TAAC
GAG GGT CACCTG AGG GTG TTG (2000)
GAT
B-Aktin CTA CAATGA GCT GCG TGT GG R&D Systems,
(human) AAG GAA GGC TGG AAG AGT GC Inc.

M13 reverse

CAG GAA ACA GCT ATG AC

M13 forward

GTTTTG CCA GTC ACG AC

Invitrogen

3.2.3 Restriktionsendonukleasen

Enzym

Hersteller

EcoRI

Boehringer, Mannheim

EcoRI high conc.

Boehringer, Mannheim

Hind III

Boehringer, Mannheim

Sac ]

Boehringer, Mannheim
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Enzym Hersteller
Xba I Boehringer, Mannheim
BamH I Boehringer, Mannheim

BamH I high conc.

Boehringer, Mannheim

EcoR V high conc.

Boehringer, Mannheim

Nhel

Boehringer, Mannheim

3.2.4 Sonstige Enzyme

Enzym

Hersteller

AmpliTaq Gold DNA Polymerase

PE Applied Biosystems, Langen

AmpliTaq DNA Polymerase

PE Applied Biosystems, Langen

Enzym-Mix

Boehringer, Mannheim

Proteinase K

Qiagen

T4 DNA Ligase

Novagen, Bad Soden

Trypsin PEI, Langen
RNase A GibcoBRL

3.3 Losungen und Puffer

Losungen/Puffer Zusammensetzung
Southern Blot, DIG

Waschlésung 0,25 M HCI

Denaturierungspuffer

0,5 NaOH, 1,5 M NacCl

Neutralisierungspuffer

2 M NaCl, 1 M Tris-HCI, pH 5,5

20 x SSC

3 M NacCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7

DIG-Wasch-Puffer

0,3 % (v/v) Tween 20 in DIG

DIG-Blockierungslésung

1% Blockierungslosung in Maleinséure-Puffer
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Losung/Puffer Zusammensetzung
Detektionspuffer 0,1 M Tris-HCI (pH 9,5), 0,1 M NaCl
DIG-Easy-Hyb siehe Boehringer Kit
Substratlésung fur DIG CSPD in Blockierungslésung

Rehybridisierungslosung 0,2 M NaOH, 0,1 % SDS

Southern Blot, radioaktiv

Pré-, Hybridisierungslésung 24 ml 20 x SSC
46 ml bidest. H,O
8 ml 50 x Denhardts
2 ml 20 % SDS
800 ul Lachssperma DNA
(denaturiert, 10 mg/ ml)

50 x Denhardtslésung 1 % Ficoll, Typ 400
1 % PVP-40
1 % BSA
Waschpuffer 2 x SSC, 0,1 % SDS

0,5 x SSC, 0,1 % SDS
0,1 x SSC, 0,1 % SDS

Sonstige Puffer

EDTA-LOsung 0,5 M EDTA; pH 8,0
Ethidiumbromidldsung 100 pl/ L Ethidiumbromid
IPTG-L6sung 100 mM IPTG
NaAc-Losung 3 M NaAc, pH 5,2,

3 M NaAc,pH 7,4

Blockierungslosung fur IPA 2 % Milchpulver
geldst in PBS (ohne Ca/ Mg)

Probenpuffer 25 mg Bromphenolblau / 10 ml
25 mg Xylencyanol / 10 mi
5 ml Glycerin (85 % v/v)/ 10 ml
2 ml TAE-Puffer (50 x )/ 10 ml
3 ml Wasser/ 10 ml
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Losung/Puffer Zusammensetzung

Substratlésung fur IPA 1 ml AEC (4 mg/ ml) gel6ést in DMF
19 ml NaAc (20 mM), pH 5,2
10 ul Wasserstoffperoxid

TAE-Puffer 10 x 400 mM Tris-HCI
20 mM NaAc
10 mM EDTA
pH 7,8; Eisessig

Trypsinlosung (0,25 %) 25 ml PBS (ohne Ca/ Mg)
25 ml Versen
2,5 ml Trypsin (5 %)

TSE + Proteinase K/ SDS 10 mM Tris
10 mM EDTA
150 mM NacCl
0,4 % SDS
200 pg/ ml Proteinase K

TSE-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8

10 mM EDTA,

150 mM NacCl
X-Gal-Lésung 40 mg X-Gal gelost in 1 ml DMF
3.4 Medien

3.4.1 Medien zur Kultivierung von Zellen

Medium Zusammensetzung

Medium fur adhéarente Zelllinien: 400 ml DMEM (4,5 g/l Glukose)
293-NHI Zellen 10 % FKS, Seromed, Berlin
PERV/293 Zellen 1 % Glutamin

PK-15 Zellen 1,75 % HEPES

0,4 % NSP
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Medium

Zusammensetzung

Medium fur Suspensionszellen:

Primare Milzzellen:
WIL2.NS.6TG

400 ml RPMI (2g/1 Bicarbonat)
10 % FKS, Seromed, Berlin

1 % Glutamin

1,75 % HEPES

0,4 % NSP

Medium fur priméare adharente
Zellen:

HPEAC

HEAC

M 200 + LSGS-Supplement

HCASMC

M 231 + SMGS-Supplement

Einfriermedium

90 % FKS, Seromed, Berlin
10 % DMSO

3.4.2 Medien zur Kultivierung von Bakterien

Medium

Zusammensetzung

SOC-Medium

0,5 % Hefeextrakt
2 % Bacto-Tryptone
10 mM NacCl

10 mM MgCl;,

10 mM MgSO,

20 mM Glukose

2,5 mM KCI

LB-Medium

0,5 % Hefeextrakt
1 % Bacto-Tryptone
1 % NaCl (pH 7,5)
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3.4.3 Antibiotika

Antibiotikum Hersteller
Ampicillin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Kanamycin Sigma-Aldrich, Deisenhofen

NSP (Neomycin, Streptomycin, Paul-Ehrlich-Institut, Langen

Penicillin)

3.5 Antikdrper und Antiseren

Name Epitop Referenz

Ziege 18 - Pr60Gag, p7Gag, p15E Tacke et al., eingereicht
Serum

Ziege 20 - gegen rekombinantes p15E Stephan et al., in
Serum Vorbereitung

Protein G-HPr Fc-Region von Sauger-

Immunglobulinen

Sigma-Aldrich,
Deisenhofen

3.6 Verwendete Zellen

3.6.1 PERV-produzierende Zelllinien

Zelllinie Herkunft

PK-15 ATCC: CCL 33, USA

PERV/293 R. Weiss, London, England
PERV-NIH Passage 3 C. Wilson, FDA, Washington, USA

PERV-NIH Passage 5 Passage 2 von PERV-NIH auf 293 Zellen
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3.6.2 Humane Zelllinien fur Infektionsversuche

Zelllinie Herkunft
293-NIH Zellen C. Wilson, FDA, Washington, USA
WIL2.NS.6TG ECACC, UK

3.6.3 Humane primare Zellen

Zellen

Herkunft

Aorta-Endothelzellen (HEAC)

Cascade Biologics, Inc., Oregon

Pulmonararterien-Endothelzellen
(HPEAC)

Cascade Biologics, Inc., Oregon

Glatte Muskelzellen der Koronararterien
(HCASMC)

Cascade Biologics, Inc., Oregon

3.6.4 Bakterien und Plasmide

Bakterien:

Bezeichnung Referenz

TOP10F Invitrogen (Version D, 171117)
Plasmide:

Bezeichnung Selektionsmarker Referenz

pCR® 2.1-TOPO Amp, Kan

Invitrogen
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3.7 Zellbiologische Methoden

Im folgenden soll auf Methoden eingegangen werden, die fir diese Arbeit eine
zentrale Bedeutung hatten. Bei der Verwendung von Kits wird auf den

Hersteller und die entsprechende Anleitung verwiesen.

3.7.1 Kultivierung von Zellen

Alle Zellen wurden bei einer Temperatur von 37°C, einer CO;-Konzentration
von 5 % und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 98 % im Inkubator Cytoperm

(Heraeus, Hanau) kultiviert.

Die Kultivierung der adharent wachsenden 293-NIH Zellen sowie der PERV-
produzierenden PK-15 Zellen wurde in einem Volumen von 20 ml in einer
Zellkulturflasche (75 cm?) durchgefilhrt. Das Passagieren der Zellen erfolgte
zweimal pro Woche im Verhaltnis 1:3. Dazu wurde das Medium abgenommen,
die Zellen wurden mit PBS gewaschen und in ca. 2 ml Trypsinlésung (0,25 %)
inkubiert. Der Ablosungsvorgang wurde unter dem Mikroskop verfolgt und die
abgelosten Zellen anschlieBend in frischem Medium resuspendiert und ein
Drittel der Zellen rekultiviert.

Die Kultivierung von Suspensionszellen, wie WIL2.NS.6TG, erfolgte in einem
Volumen von 30 ml. Zweimal pro Woche wurde das Medium gewechselt und
die Zellen im Verhaltnis 1:3 passagiert. Dabei wurden die Zellen in ein 50 ml-
Greiner-R6hrchen tberfuhrt und bei 800 x g (Heraeus Megafuge) zentrifugiert.
Das Medium wurde abgenommen und 1/3 der Zellen in neuem Medium

resuspendiert und rekultiviert.

3.7.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde mittels Vitalfarbung in der Neubauer-Kammer ermittelt.
Hierzu wurden die Zellen trypsiniert, resuspendiert, mit gleichem Anteil
Trypanblau versetzt und im Phasenkontrast angeschaut. Lebende Zellen
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erscheinen in dieser Ansicht hell und gelblich leuchtend, wahrend tote Zellen
blau angefarbt sind. Vier ausgezahlte GrofRquadrate entsprechen einem
Volumen von 10* ml. Es wird jeweils der Mittelwert aus den ausgezahlten

Quadraten ermittelt.
Mathematische Formel fur die Berechnung der Zellzahl/ml:

Z=Nx2x10* Z: Zelldichte = Zellzahl/Volumen (ml)
N: ermittelte Zahl an Zellen
2: Verdunnungsfaktor durch Trypanblau
10*: Faktor der Neubauer-Kammer

3.7.3 Infektion von Zellen

Fur die Infektion von primaren Endothelzellen aus der Aorta und der
Pulmonararterie sowie der humanen Suspensionszelllinie WIL2.NS.6TG mit
PERV/NIH Passage 5, wurde das Medium abgenommen, 50 % des
Kulturvolumens durch zellfreien Uberstand aus PERV/NIH Passage 5 ersetzt
und Uber Nacht kultiviert. Als Infektionsenhancer wurde 8 ug/ml Polybrene
verwendet. Polybrene vereinfacht die Interaktion zwischen Virus und Zielzelle,
indem es dem Virus ermdglicht, ndher mit der Zellmembran in Kontakt zu treten
und somit die Infektion zu erleichtern. Anschlielend wurde das Medium
abgenommen und durch frisches Medium ersetzt. Die weitere Kultivierung

erfolgte wie bereits in Kapitel 3.6.1 beschrieben.

3.7.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden die Zellen einer Kultur zunachst trypsiniert, in frischem
Medium resuspendiert und abzentrifugiert. Nach nochmaligem Resuspendieren

in frischem Medium wurden die Zellen erneut abzentrifugiert, das Pellet mit 1 x
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10" Zellen pro ml in Einfriermedium resuspendiert und in Schraubampullen
aliquotiert. Die Zellen wurden zuné&chst fur ca. 18 Stunden bei -80°C gelagert
und schlie3lich in flussigen Stickstoff Gberfuhrt.

Zum Auftauen wurden die mit Zellen gefillten Ampullen in ein Wasserbad bei
37°C gestellt. Die noch nicht vollstandig aufgetauten Zellen wurden in 10 ml
vorgewarmtem Medium vorverdinnt, abzentrifugiert und schlie3lich in 20 ml

frischem Medium aufgenommen und wie in Kapitel 3.6.1 beschrieben kultiviert.

3.7.5 Lymphozytenseparation

Die Lymphozyten wurden aus heparinisiertem Vollblut gewonnen. Dazu wurde
eine Dichtezentrifugation im Ficoll-Gradienten (Histopaque 1077, Sigma), eine
Polysaccharose der Dichte 1,077 g/l, durchgefuhrt. Das Vollblut wurde mit PBS
im Verhaltnis 1:2 verdunnt. LeukoSep-Réhrchen (Greiner) wurden mit 16 ml
Histopaque-1007 beschichtet und 1 Minute bei 800 x g vorzentrifugiert. Je 35 ml
des verdunnten Blutes wurden in die mit Histopaque vorbehandelten LeukoSep-
Roéhrchen gegeben und 20 Minuten bei 800 x g ohne Bremse bandiert. Bei der
Zentrifugation sanken die Erythrozyten und Granulozyten durch die Fritte zum
Boden des Rohrchens, wahrend die peripheren mononuklearen Blutzellen
(PBMC) auf der Membran einen weil3en Ring im Plasma bildeten. Die ROhrchen
wurden vorsichtig aus der Zentrifuge entnommen, das sich Uber der Fritte
befindende Plasma wurde abgenommen und die direkt Uber der Fritte
befindliche PBMC-Bande wurde in ein neues 50 ml-Greiner-Réhrchen
dberfuhrt. Zweimal wurden die PBMC mit PBS auf 50 ml aufgefullt,
resuspendiert und erneut bei 120 x g fur 10 Minuten zentrifugiert. Bei
Erythrozyten-Verunreinigung wurden die PBMC in eine hypotone 0,86 %ige
Ammoniumchlorid-Lésung Uberfihrt und 30 Minuten bei 37°C im Wasserbad
inkubiert. Dabei lysierten die Erythrozyten und konnten durch anschliel3endes
zweimaliges Waschen mit PBS entfernt werden. Die PBMCs wurden bei -20 °C

gelagert oder direkt fir eine DNA-Isolierung verwendet.
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3.8 Methoden zum Virusnachweis

3.8.1 Immunperoxidase-Assay (IPA)

Mit dem Immunperoxidase-Assay wird in Zellen die Expression viraler oder
zellularer Proteine, die durch geeignete polyklonale oder monoklonalen
Antikorper erfasst werden konnen, nachgewiesen. Das Prinzip beruht auf der
Bindung eines primaren Antikérpers an Proteine der vorab mit Methanol
permeabilisierten und fixierten Zellen. Der Priméarantikorper wird durch einen
zweiten enzymgekoppelten Antikorper detektiert und dann erfolgt eine
enzymatische Umsetzung eines Substrates und eine Farbreaktion in den
Zellen, die das betreffende Protein exprimieren. Die entstehende Farbung ist
mikroskopisch auswertbar.

Zunachst wurden adharente Zellen aus den Infektionsversuchen auf einer Poly-
D-Lysin-beschichteten (0,005 %) 6-Loch-Platte ausgeséat (3 x 10° Zellen pro
Kavitat). Nachdem sich die Zellen am Plattenboden angeheftet hatten, wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und fur 18 Stunden bei -20°C mit
Methanol (2 ml/Kavitét) fixiert. Anschlie3end wurden die Zellen dreimal mit PBS
gewaschen und die unspezifischen Bindungsstellen der Antikdrper durch die
Inkubation mit fettfreiem Milchpulver (2 %; 2 ml/Kavitat) bei 37°C fur eine
Stunde abgesittigt. Danach wurde ein PERV-spezifisches Antiserum (Ziege 18;
1 ml/Kavitat) in einer Verdunnung von 1:30 fur eine Stunde auf die Zellen
gegeben und diese im Brutschrank belassen. Nach ausgiebigem Waschen mit
PBS wurden die Zellen mit der Zweitantikérper-Lésung (Protein G-HPr; 1
ml/Kavitat) mit einer Verdinnung von 1:5000 tberschichtet und im Brutschrank
fur eine weitere Stunde inkubiert. Nach wiederholtem Waschen wurde die
Substratldsung (1 ml/Kavitat; siehe Kapitel 3.3) auf die Zellen gegeben und die
Rotfarbung unter dem Mikroskop verfolgt. Die Zellen wurden abschlieRend mit
20 % Glycerin (2 ml/Kavitat) tberschichtet und bei 4°C gelagert.
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3.8.2 Virustitration

Es wurden 3 x 10° in frischem Medium resuspendierte Zellen in einem Volumen
von 100 ul pro Kavitat auf eine 96-Loch (Poly-D-Lysin) Platte gegeben. Um die
Zellen in der Kavitat zu arretieren, wurden diese anschlie3end fur 5-8 Stunden
in einem Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation wurde 100 pl zellfreier
Kulturiberstand von verschiedenen PERV-produzierenden Kulturen, seriell in
achtfacher Bestimmung bis zu einer Verdinnung von 1:65536, uber zwei
Platten ausverdinnt. AnschlieBend wurde Polybrene (8 pg/ml) hinzugegeben
und fur ca. 18 Stunden in einem Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation
wurde das Medium gewechselt und die Zellen 3-4 Tage in einem Brutschrank
kultiviert. Die anschliel3ende Farbung von infizierten Zellen wurde nach dem
IPA-Protokoll durchgefiihrt. Bei der Auswertung wurden die einzelnen
Verdinnungen auf eine Infektion (Farbung) hin Gberprift. Die Berechnung der
TCIDso/ml wurde mittels der Software (ID-50 V. 5.0, National Institute of Health,
USA) durchgefiihrt. Die TCIDsq ist dabei die Verdinnung, bei der 50 % der
Kavitaten infizierte Zellen enthalten.

3.8.3 RT-Test

Die Messung der RT-Werte von zellfreien Kulturiberstdnden aus den
Infektionsversuchen wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefuhrt (C-Typ
Virus RT-Aktivitats-Assay, CAVIDI TECH, Uppsala, Schweden).

Die im Kit enthaltenen 96-Loch Platten sind an ihrem Boden mit Poly-Adenosin
beschichtet. Liegt in der zu untersuchenden Probe (zellfreier Uberstand von
Zellkulturen) aufgrund einer Virusinfektion eine C-Typ Virus Reverse
Transkriptase (RT) vor, werden die im Reaktions-Mix enthaltenen Brom-
Deoxyuridintriphosphate (BrdUTP) durch dieses Enzym an das Poly-Adenosin
der Platte synthetisiert. Ein im Product-Tracer enthaltener BrdU-bindender
Antikorper bindet an das DNA-Stick und ermdglicht Gber seine Konjugation an

eine alkalische Phosphatase den RT-Nachweis durch eine Farbreaktion.
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Gemessen wird die Farbintensitat anhand der Extinktion bei einer Wellenlange
von 405 nm. Die Sensitivitat des Tests kann durch eine kurze (3 Stunden) oder
eine langere (12 Stunden) RT-Reaktionszeit sowie durch Messung der
Farbintensitaten zu unterschiedlichen Zeitpunkten variiert werden. Die
Quantifizierung der RT-Aktivitat erfolgt Gber die parallele Messung eines MuLV-

RT-Standards bekannter Konzentrationen.

3.9 Molekularbiologische Methoden

Die angewandten molekularbiologischen Standardverfahren, wie
Gelelektrophoresen, Restriktionsverdaus, Kultivierung von Bakterien u.a.,
wurden nach Sambrook et al., (1989) durchgefuihrt. Bei der Verwendung von
Kits wird auf den Hersteller und die entsprechende Anleitung verwiesen.

3.9.1 Isolierung von Nukleinsauren

3.9.1.1 Isolierung von genomischer DNA

Genomische DNA wurde mit verschiedenen Methoden isoliert. Die Isolierung
erfolgte aus kultivierten Zellen mittels Phenol/Chloroform oder im Falle von
Schweineblut tber isolierte PBMC. Kultivierte Zellen wurden trypsiniert, in PBS
resuspendiert, abzentrifugiert und in TSE/Proteinase K/SDS-Ldsung
aufgenommen. PBMC wurden direkt in 5 ml TSE/Proteinase K/SDS-L6sung
aufgenommen und Uber Nacht bei 37°C im Bakterienschiittler inkubiert. Die
Suspension wurde anschlieBend mit einem gleichen Volumen 1:1 SS-
Phenol:Chloroform versetzt und durch Schwenken gemischt. Durch
zehnminutiges Zentrifugieren bei 3000 x g wurde die organische von der
wassrigen Phase getrennt. Ohne die Interphase zu entfernen, wurde die obere
Phase abgenommen und in ein neues Greiner-Rohrchen uberfuhrt. Dieser
Schritt wurde erneut durchgefihrt, bis keine proteinhaltige Interphase mehr zu
sehen war. Anschlie3end wurde 1/10 Volumen einer 3 M NaAc-L6sung (pH 7,4)

und 2,5 Volumen absoluten Ethanols zugegeben und durch Invertieren
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gemischt. Die DNA war nun sichtbar ausgefallen und wurde mit einer
Glaspipette aufgedreht oder durch Zentrifugieren bei 800 x g fir 10 Minuten
sedimentiert. Mit 80 % Ethanol wurde die DNA nochmals gewaschen und in
destilliertem Wasser tUber Nacht bei 37°C unter Schutteln gelost.

Weiterhin wurde DNA aus kultivierten Zellen Uber verschiedene kommerzielle
Kits isoliert. Darunter der DNA Blood and Tissue Kit (Qiagen), der DNA
Genomic Tip Kit (Qiagen), der QlAamp DNA Isolation Kit (Qiagen), DNAzol
(Pierce). Es wurde nach Anleitung des Herstellers verfahren.

3.9.1.2 Isolierung von viraler RNA

Die Isolierung von RNA wurde nach dem RNA Isolation Kit (Qiagen)
durchgefilhrt. Dazu wurde Uberstand der kultivierten Virus-produzierenden
Zellen abgenommen und durch zehnminitiges Zentrifugieren bei 200 x g von
Zellen befreit. Weitere Zellreste wurden durch zehnminttiges Zentrifugieren bei
3500 x g und fur 30 Minuten bei 10000 x g entfernt, und das Virus anschliel3end
in der Ultrazentrifuge bei 54000 x g Uber 3 Stunden pelletiert. Das Pellet wurde

dann im RNA-Isolierung Kit verwandt (siehe Hersteller).

3.9.1.3 Isolierung von Plasmid-DNA

Die Isolierung der Plasmid-DNA wurde mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit

(Qiagen) nach Anleitung des Herstellers durchgefihrt.

3.9.2 Elution von DNA aus Agarosegelen

Die Elution der DNA aus dem Agarosegel erfolgte mit dem QIAquick Gel

Extraction Kit von Qiagen nach Anleitung des Herstellers.
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3.9.3 Restriktionsverdau

Es wurden zwischen 5 pug und 10 ug genomische DNA verdaut. Dabei wurde
eine  Enzymkonzentration von 10-40 U/ug DNA eingesetzt. Das
Gesamtvolumen eines Ansatzes betrug zwischen 50 und 100 pl. Es wurden
Enzyme mit einer Konzentration von 10000 U/ul oder hochkonzentrierte
Enzyme mit 40000 U/ul verwendet. Das Enzym wurde dem Ansatz in zwei
Schritten zugegeben, wobei die zweite Gabe von 10 U nach etwa zwei Stunden
erfolgte. Der Ansatz wurde bei 37°C Uber Nacht inkubiert.

3.9.4 Agarose-Gelelektrophorese

Die nach der PCR amplifizierten oder nach einem Restriktionsverdau
erhaltenen DNA-Fragmente wurden elektrophoretisch in 0,7-2 %igen
Agarosegelen nach ihrer Gré3e aufgetrennt und sichtbar gemacht. Dabei hangt
die gewahlte Dichte des Agarosegels von der GroRe der erwarteten Fragmente
ab, je kleiner die Fragmente, desto hdher konzentriert das Gel. Als Laufpuffer
wurde 1 x TAE-Puffer verwendet. Die Proben wurden zunachst 1:10 mit
Probenpuffer versetzt, der Glycerin enthélt und das Sinken der Probe in die
Taschen ermdglicht. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte bei 60-80 Volt.
AnschlieRend wurde das Gel 10-30 Minuten in einem Ethidiumbromid-Bad (10
ug/ml) gefarbt und unter UV-Licht der Wellenlange von 302 nm photographiert
(Image Dokumentationssystem, Cybertech). Um die Grol3e der Fragmente
bestimmen zu kdnnen, wurde der 100 bp bzw. 1 kb-Leiter (GibcoBRL, Roche)
oder der Lamda-HindIlI-Marker verwendet. Die zum DNA-Transfer bestimmten

Gele wurden mit dem DIG-Markerll + III (Boehringer, Mannheim) versetzt.
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3.9.5 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die PCR (polymerase chain reaction) ist eine in vitro-Technik, mit der
spezifische DNA-Abschnitte durch eine enzymatisch katalysierte Kettenreaktion
vervielfaltigt werden (Saiki et al., 1985). Voraussetzung fur die Amplifikation ist
jedoch die Kenntnis von flankierenden Bereichen der zu amplifizierenden
Sequenz (template), an denen sequenzspezifische, einzelstrangige
Oligonukleotide, sogenannte Primer, binden kénnen. Die Amplifizierung erfolgt
durch eine modifizierte, thermostabile DNA-abhangige Polymerase des
Archaebakteriums Thermus aquaticus (Amplitag-Gold-Polymerase, Perkin
Elmer) in einer Drei-Schritt-Reaktion, die in 30-40 Zyklen wiederholt wird. Am
Anfang der zyklischen Phase steht eine zehnminultige 95°C Phase, in der die
mit einem Inhibitor-Protein gekoppelte und damit unfunktionelle Polymerase
aktiviert wird. Durch diesen Initialisierungsschritt wird das Inhibitor-Protein
zerstort und die Polymerase wahrend des Abkihlens in einen
funktiontionstiichtigen Zustand tberfuhrt.

Im ersten Schritt jeden Zyklusses erfolgt ein Erhitzen auf 95°C, um die
doppelstrangige DNA zu denaturieren, also in Einzelstrdnge aufzutrennen. Im
zweiten Schritt, dem sogenannten ,annealing”, kann sich bei Erreichen einer
vom Primer abhangigen Hybridisierungstemperatur dieser an die
komplementére Sequenz des einzelstrangigen Templates anlagern und so den
Startpunkt fur die Polymerase bilden. Darauf folgt der eigentliche
Syntheseschritt (Elongation), bei dem die Polymerase in Gegenwart der vier
bendtigten Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs) und der bendtigten
lonen (Mg?") den Primer zu einem der Matrix komplementaren neuen DNA-

Strang verlangert.
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Ansatz 1: Programm:

ca. 300 ng genomische DNA 95°C 10 Minuten

2 x 2,5 pl Primer (10 pmol/pl) 95°C 30 Sekunden

5 ul dNTP-Mix (15 mM) 60°C 1 Minute 35 Zyklen
5 pl PCR-Puffer (10 mM) 72°C 1 Minute

1 pl DNA-Polymerase (5 U/ul) 72°C 7 Minuten

ad 50 pl H,O

Ansatz 2: Programm:

ca. 300 ng genomische DNA 95°C 10 Minuten

2 x 2,5 pl Primer (10 pmol/pl) 95°C 30 Sekunden

5 ul dNTP-Mix (15 mM) 64°C 45 Sekunden | 35 zyklen
5 pl PCR-Puffer (10 mM) 72°C 1 Minute

1 pl DNA-Polymerase (5 U/pl) 72°C 7 Minuten

ad 50 ul H,O

Ansatz 3: Programm:

ca. 300 ng genomische DNA 95°C 10 Minuten

2 x 2,5 pl Primer (10 pmol/pl) 95°C 30 Sekunden

5 pl dNTP-Mix (15 mM) 64°C 45 Sekunden | 35 zyklen

5 ul PCR-Puffer (10 mM)
1 pl DNA-Polymerase (5 U/ul)
ad 50 pl H,O

72°C 1 Minute

72°C 7 Minuten
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3.9.6 RT-PCR

Die RT-PCR ist eine sensitive Methode fir den Nachweis von mMRNA-
Transkripten. Theoretisch gentigt ein mRNA-Transkript eines bestimmten Gens,
um es in einer RT-PCR nachweisen zu kdnnen.

Das Prinzip dieser Methode basiert auf den Eigenschaften des Enzyms
Reverse Transkriptase (RT), das mRNA in cDNA umschreibt. Hierbei wird ein
Oligo-d(T)-Primer eingesetzt, der an das polyadenylierte 3‘'-Ende der mRNA
bindet. An den entstandenen Doppelstrangbereich kann die RT binden und
einen cDNA-Strang in 5-3' Richtung synthetisieren. Mit der synthetisierten
cDNA wurde nun eine PCR mit spezifischen Primern durchgefihrt (siehe
Kapitel 3.8.5).

3.9.7 Herstellung PERV-spezifischer Sonden

Die Herstellung der Digoxigenin-markierten Sonden erfolgte durch eine PCR mit
dem PCR DIG Probe Synthesis Kit (Boehringer Mannheim). Diese Methode
beinhaltet den Einbau von DIG-markierten dUTPs in einer PCR-Reaktion mittels
der spezifischen Sonden-Primer.

Neben der Markierung durch PCR wurde auch eine ,end-labeling“-Technik mit
Digoxigenin durchgefihrt (DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter
Kit), bei der die zunédchst unmarkierten Sonden in einem néachsten Schritt mit
DIG-dUTPs markiert wurden.

Radioaktiv markierte Sonden wurden zundchst mittels PCR hergestellt.
AnschlieRend wurde radiaoktiv markiertes 3P-dCTP durch ein Klenow-Enzym
der Sonde angehéangt. Der Markierungs-Ansatz wurde durch eine Sephadex G
50-Séaule von Uberschiussiger Radioaktivitat befreit. Die Radioaktivitat in 1 pl
des gereinigten Markierungsansatzes wurde durch einen Scintillationszahler

ermittelt.
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3.9.7.1 Fallung und Aufkonzentrierung von DNA

Der DNA wurden 1/10 Volumen einer 3 M NaAc-Losung (pH 5,2) und 4
Volumen absoluten Ethanols zugesetzt und das Gemisch wurde durch
Schwenken gemischt. Anschlie3end wurde die Probe fur 30 Minuten bei -80°C
gekuhlt und die DNA wurde bei 800 x g fur 20 Minuten pelletiert. Die pelletierte
DNA wurde zweimal mit 80 % Ethanol gewaschen und an der Luft getrocknet.
AnschlieRend wurde die DNA in 20 pl destilliertem Wasser aufgenommen und
Uber Nacht bei 37°C geldst.

Die Fallung des PCR-Ansatzes erfolgte wie im Kaptitel 3.8.2 beschrieben mit
dem Unterschied, dass im ersten Schritt dem Ansatz 1/10 Volumen Glykogen

zugesetzt wurde.

3.9.8 Southern Blot

Eine auf GelgréRe zurechtgeschnittene Nylonmembran (Hybond N7,
Amersham) wurde kurz in 2 x SSC inkubiert und auf die Vakuum-Blot Apparatur
gelegt. Das 0,7 %ige Agarosegel mit der aufgetrennten DNA wurde nun
luftblasenfrei auf die Membran gelegt und fir nicht l&anger als 10 Minuten mit
0,25 M HCI uberschichtet, bis sich die Bromphenolblaubande gelb verfarbte.
AnschlielRend wurde das Gel jeweils 30 Minuten mit Denaturierungspuffer und
Neutralisierungspuffer tberschichtet. Bei jedem Wechsel der Lésungen wurde
die vorhergehende Lésung mit einer Pipette vom Gel abgesaugt. Fur weitere 2
Stunden wurde die DNA mit 20 x SSC auf die Membran transferiert und,
nachdem der DNA-Transfer abgeschlossen war, wurde die Membran kurz in 2 x
SSC gewaschen und fur 10 Minuten luftgetrocknet. Nun wurde die DNA an der
Membran durch Behandlung mit UV-Licht (,cross-linken) in einem Stratalinker
(Stratagene) oder durch zweistindiges Backen bei 80°C im Trocknungsofen

fixiert.
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3.9.9 Hybridisierung der Sonde

Zunachst wurde die aus dem DNA-Transfer erhaltene Membran in
Prahybridisierungslosung inkubiert, um sie gegen unspezifische Bindungen
abzusattigen. Wahrend der Hybridisierung des Filters binden die hergestellten
Sonden an komplementare DNA-Sequenzen. Dabei fiihrt eine Erhéhung der
Hybridisierungstemperatur zu einer erhdhten Stringenz. Der Hybridisierung
folgten mehrere Waschschritte, die ebenfalls auf die Stringenz Einfluss haben.
Je hoher die Temperatur der Waschschritte und je niedriger die
Salzkonzentration der Waschlésungen, um so stringenter sind die
Bedingungen. Der Grad der Stringenz hangt sowohl von der verwendeten
Sonde als auch von der verwendeten DNA ab.

Im Falle der DIG-markierten Sonde wurde der Filter fir 30 Minuten in DIG Easy
Hyb (Boehringer, Mannheim) bei 37-42°C prahybridisiert. Danach wurde die
Prahybridisierungslésung verworfen und gegen frische
Prahybridisierungslésung ausgetauscht. AuRerdem wurde zuvor denaturierte
Sonde (25 ng/ml) hinzugegeben. Die Denaturierung erfolgte durch
zehnminutiges Aufkochen und fanfmindtiger Inkubation auf Eis. Hybridisiert
wurde Uber Nacht. Fur die Stringenzwaschungen wurde der Filter zweimal 15
Minuten mit 2 x SSC, 0,1 % SDS bei RT gewaschen. Es folgten weitere
Waschschritte mit 0,1 x SSC, 0,1 % SDS oder 0,5 x SSC, 0,1 % SDS zwischen
37°C und 65°C.

Im Falle der radioaktiv markierten Sonden erfolgte die Prahybridisierung fur 3-5
Stunden in Prahybridisierungslosung. Die Hybrisidierung der radioaktiven
Sonde (1 x 10° counts/ml Hybridisierungslésung) erfolgte dann tiber Nacht. Die
Stringenzwaschungen erfolgten mit 2 x SSC, 0,1 % SDS fur zweimal 30
Minuten und 0,2 x SSC, 0,1 % SDS fur viermal 30 Minuten.

3.9.10 Detektion der Sonden

Die Detektion der DIG-markierten Sonden auf dem Filter erfolgte mittels
Autoradiographie. Die Detektion erfolgte tUber einen DIG-Antikorper, der mit

dem Enzym alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Dieses Enzym katalysiert mit
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dem Substrat CSPD eine Fluoreszenzreaktion. Der genaue Ablauf der
Detektion ist der Anleitung des ,Labeling Kits* der Firma Boehringer zu
entnehmen.

Im Anschlu3 an die Detektionswaschungen wurde die DIG-Membran in Folie
eingeschweil3t, die Substratreaktion 15 Minuten lang bei 37°C aktiviert und die
Membran anschlieRend auf einem Rodntgenfilm (Hyperfiim ECL, Amersham)
exponiert. Die Lange der Inkubation wurde durch den auftretenden Hintergrund
auf dem Film begrenzt.

Die Membran mit den radioaktiven Sonden bedurfte keiner weiteren
Waschschritte und konnte direkt auf einem Réntgenfilm exponiert werden. Um
die maximale Sensitivitat zu erreichen, wurde die Inkubation des Films bei
-70°C durchgefuhrt.

Fur die Rehybridisierung der DIG-behandelten Membran wurde diese kurz in
Aqua bidest gewaschen und anschlieRend zweimal fur 10 Minuten in 0,2 M
NaOH, 0,1 % SDS bei 37°C im Hybridisierungsofen inkubiert. Zuletzt wurde die
Membran grindlich in 2 x SSC fur zweimal 15 Minuten gewaschen und

getrocknet oder direkt prahybridisiert.

3.10 Klonierung

Die Klonierung der Sonden wurde nach Anleitung des TOPO-TA-Cloning Kits
von Invitrogen durchgefiihrt. Dabei wurde das mittels PCR hergestellte template
in einer Ligationsreaktion in den pCR-TOPO Vektor integriert. Auf eine
Aufreinigung des PCR-Ansatzes konnte verzichtet werden, da kein
unspezifisches  Nebenprodukt aufgetreten war. Da wahrend der
Gelelektrophorese eventuell der endstandige Desoxyadenosinrest abgespalten
werden kann, was die Ligation in einem TA-Vektor verhindern wirde, wurde der

PCR-Ansatz direkt verwendet.
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3.10.1 Ligation

Es wurde das Vektorsystem pCR®II-TOPO (Invitrogen) verwendet, bei dem es
sich um einen TA-Vektor handelt, was bedeutet, dass die DNA-Fragmente ohne
Schnittstellen fir Restriktionsenzyme klonierbar sind. Die Tag-Polymerase
synthetisiert Matrix-unabhangig ein Desoxyadenosin an das 3’-Ende des PCR-
Produkts, im Gegensatz zu den Polymerasen mit Korrekturlesefahigkeit (pfu,
tTh). Der benutzte Vektor liegt offen vor und besitzt an beiden Enden des
Doppelstranges einen Desoxythymidin-Uberhang, wodurch eine direkte Ligation
durch die Anlagerung zwischen den Basen Adenosin und Thymidin ermoglicht
wird. Die Ligation erfolgte im molaren Verhéltnis 1:3 zwischen Vektor und
Insert. Es wurde 1 ul PCR-Produkt eingesetzt. Die Ligation erfolgte im TOPO-
Vektor durch die TOPO-lsomerase und war nach 5 Minuten bei RT

abgeschlossen.

Ampicillin Kanamycin

Abb. 3.1: Der Vektor pCR®II-TOPO.

3.10.2 Transformation

Mit dem Vektorsystem wurden chemokompetente Zellen des E.coli Stammes
TOP10F mitgeliefert, die durch Hitzeschock-Behandlung das geschlossene

Plasmid aufnehmen. Die Bakterienzellen wurden in SOC-Medium uberfiihrt und
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bei 37°C fur 30 Minuten im Schuttler inkubiert. Danach wurden Aliquots von 100
ul oder 30 pl auf LB/Amp/IPTG/X-Gal-Agarplatten ausplattiert und diese tber
Nacht bei 37°C im Brutschrank inkubiert.

3.10.3 Selektion positiver Klone

Die Selektion des gewiinschten Inserts gliederte sich in zwei Schritte: zuerst die
Identifizierung der Bakterienzellen, die Uberhaupt einen Vektor aufgenommen
haben (Blue/White-Screening) und von diesen ausgehend die Selektion auf das
spezifische Insert in diesem Vektor durch einen PCR-Screen.

Durch das Ausplattieren auf Ampicillin-haltigen Agarplatten kénnen zunachst
nur die einzelnen Zellen zu Kolonien heranwachsen, die den Vektor
aufgenommen haben, da sich im Vektor ein Resistenzgen gegen Ampicillin
befindet. Die Blau/Weil3-Selektion dient zum Nachweis, ob auch ein Insert im
Vektor vorhanden ist. Bei E.coli wird die B-Galactosidase vom lacZ-Gen kodiert.
Der benutzte E.coli Stamm besitzt eine Mutation im lacZ-Gen und kann somit
keine funktionelle B-Galactosidase bilden. Doch im Vektor ist eine Untereinheit
der Gensequenz (lacZ o) enthalten, womit die vektortragende Zelle aus beiden
Untereinheiten eine funktionstichtige p-Galactosidase herstellen kann. Dadurch
wird in der Kolonie, die aus dieser Zelle hervorgegangen ist, die farblose
Substanz X-Gal gespalten, wodurch eine Blaufarbung der Zelle bzw. der
Kolonie erfolgt. Da sich aber die Integrationsstelle fir das Insert in der Sequenz
fur lacZ o befindet, wird der Leserahmen des Gens bei Integration zerstort.
Somit bleiben Kolonien aus Zellen, die einen Vektor mit Insert aufgenommen
haben, weil3.

Die als positiv befundenen Kolonien wurden mit einer sterilen Impfdse
abgenommen und es wurde damit eine Ubernachtkultur angesetzt, um das
Plasmid zu vervielfaltigen. Zur Verifizierung des Inserts im Vektor, wurde aus

der Ubernachtkultur das Plasmid prapariert (QIAprep Spin Miniprep Kit,
Qiagen).
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1 ul der Plasmidpraparation wurde in einer PCR mit den vektorspezifischen und
den insertspezifischen Primern eingesetzt und durch Gelelektrophorese wurde
die Richtigkeit der klonierten Inserts Uberpruft.

Die Sequenzierung der positiven Plasmide wurde durch die Firma ToplLab
durchgefuhrt.

3.10.4 Amplifizierung und Markierung der Sonde

Mit den isolierten Plasmiden aus der Minipraparation wurde eine PCR mit DIG-
markierten dUTPs durchgefihrt (siehe Kapitel 3.9.7).
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4. Ergebnisse

4.1. Southern-Blot

4.1.1 Nachweis von PERV mittels PCR

Um PERV-spezifische Sonden fir die Detektion von PERV mittels PCR zu
generieren, wurde zunachst eine PCR mit PERV-spezifischen Primern
durchgefuhrt. Die Primersequenzen wurden den Veroéffentlichungen von
Akiyoshi und Czauderna (Akiyoshi et al., 1998; Czauderna et al, 2000)
entnommen. Zum Nachweis von PERV in genomischer DNA wurde fir die PCR
genomische DNA von PERV/293 Zellen sowie DNA von einem Minipig
verwendet. Als Negativkontrolle wurde genomische DNA aus der uninfizierten

humanen Nierenzelllinie 293-NIH verwendet.

M gag env-A env-B pol env-C M

2,0 kb
1,5kb

0,6 kb
0,4 kb

0,1 kb

Abb. 4.1.1: PCR mit PERV-spezifischen Primern der gag-, env-A-, env-B-, env-C und
pol-Region. M) Marker (100 bp-Leiter). Env-C wurde aus genomischer Minipig-DNA
generiert, gag, pol, env-A und env-B aus PERV/293 DNA. Proben-Auftragsvolumen: 10 pl.

Ein Teil des PCR-Ansatzes wurde auf einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt
und durch die Farbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht.
Das gag-Amplifikat betrug 330 bp, das env-A-Amplifikat 360 bp, env-B 263 bp,
pol 817 bp und env-C 219 bp. Durch diese PCR konnte gezeigt werden, dass

die Primer der gag-, pol, env-A- und env-B-Region spezifisch an die
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genomische DNA von PERV/293 binden und, dass der Primer der env-C—

Region spezifisch an DNA aus Schweinezellen bindet.

4.1.2 Herstellung der Sonden

Um PERV-spezifische Digoxigenin-markierte Sonden herzustellen, wurde eine
PCR mit genomischer DNA von PERV/293 durchgefuhrt. Dazu wurden im PCR-
Ansatz Digoxigenin-markierte dUTPs verwendet, die in der PCR-Reaktion nach
einem ,random-primed DNA labeling“-Mechanismus durch eine Klenow-
Polymerase in das entstehende Amplifikat eingebaut wurden (siehe Material
und Methoden). Durch den zuféllig verteilten Einbau der kompakteren DIG-
dUTPs in die Amplifikate, kommt es zu einer Veranderung des Laufverhaltens
der hergestellten Sonden im Agarosegel. Dieser sogenannte ,shift*, ist in Abb.
4.1.2 dargestellt.Der Vergleich der Grol3e der unmarkierten und markierten

Sonden fand in einem 1 %igen Agarosegel statt.

A M123456 M B
23 kb
2,0kb 9.4 kb
1.5kb 6.5 kb
2.3 kb
817 bp
0.6 kb
0.4 kb 360 bp
330 bp
263 bp

Abb. 4.1.2: PCR-generierte PERV-spezifische Amplifikate, DIG-markiert und
unmarkiert.

Abb. A: Vergleich der unmarkierten und DIG-markierten Amplifikate aus der env-A-, env-B-
und pol-Region. M) Marker (100 bp-Leiter); 1) env-B-Sonde DIG-markiert; 2) env-B-Sonde
unmarkiert (263 bp); 3) env-A-Sonde DIG-markiert; 4) env-A-Sonde unmarkiert (360 bp); 5)
pol-Sonde DIG-markiert; 6) pol-Sonde unmarkiert (817 bp).

Abb. B: Vergleich des DIG-markierten und unmarkierten Amplifikates aus der gag-Region.
M) A-Hind-Marker; 1) gag-Sonde DIG-markiert; 2) gag-Sonde unmarkiert (330 bp).
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Abb. 4.1.2 macht deutlich, dass die markierten Amplifikate hdher laufen als die
unmarkierten Amplifikate. Zudem war erkennbar, dass bei der PCR-Reaktion
jeweils nur eine diskrete Bande generiert wurde, so dass nicht mit Beiprodukten
zu rechnen war. Dennoch wurde der PCR-Ansatz durch eine Fallung
aufgereinigt.

Im PCR DIG Probe Synthesis Kit wurde ein humanes Kontroll-Template
mitgeliefert, dessen 5 kb Plasmid die cDNA eines Tissue-type
Plasminogenaktivators (tPA) enthielt. Mit Hilfe dieses Kontroll-Templates wurde
in einer PCR-Reaktion mit spezifischen Primern des Kits eine DIG-markierte
Kontrollsonde hergestellt, um einerseits die funktionierende Markierung der
Sonden anhand der Veranderung des Laufverhaltens des Templates zu
Uberprifen. Andererseits sollte die Kontrollsonde dazu benutzt werden, die
Hybridisierung und die Detektion der Sonde auf humaner genomischer DNA zu
kontrollieren. Prinzipiell sollte das tPA-Gen in humaner genomischer DNA durch
die Kontrollsonde nachweisbar sein. Bei der Kontrollreaktion des PCR DIG
Probe Synthesis Kits entstand ein Amplifikationsprodukt von 442 bp. Abb. 4.1.3
zeigt das tPA-Kontroll-Template unmarkiert und DIG-markiert.

23 kb Abb. 4.1.3: Vergleich der tPA-
9,4 kb e .
6.5 Kb Kontrollsonde DIG-markiert und

unmarkiert.

M: Marker (A-HindIII);

1: tPA-Kontrollsonde DIG-markiert
2: tPA-Kontrollsonde unmarkiert
(442 bp).

<«—— 442 bp

Um radioaktiv markierte 3?P-Sonden herzustellen, wurde mit den PERV-
spezifischen Primern der gag- und pol-Region eine PCR mit genomischer DNA
von PERV/293 durchgefuhrt. AnschlieRend wurde die DNA-Konzentration des
PCR-Ansatzes photometrisch ermittelt und 30 ng DNA wurden in der
Markierungsreaktion eingesetzt. In einer ,end-labeling“-Reaktion wurden an die
Sonde durch eine Klenow-Polymerase 3**P-markierte Poly-Cytidin-Reste
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angehangt. Um die Sonde von nicht eingebauten Nukleotiden und
Uberschissiger Radioaktivitéat zu befreien, wurde der Ansatz Uber eine G-50
Sephadex-Saule gereinigt. AnschlielBend wurde die eingebaute Radioaktivitat in
1 pl der Markierungsreaktion durch einen Scintillationszéhler ermittelt und auf
die eingesetzte DNA-Menge umgerechnet. Die gemessene Radiaktivitat in 1 pl
des Sondenvolumens betrug bei der gag-Sonde 358385 CPM (counts per
minute) (Abb. 4.1.4 A) und bei der pol-Sonde 374208 CPM (Abb. 4.1.4 B). Dies
entsprach einer Radioaktivitat von 1,43 x 10° DPM/ug DNA bei der gag-Sonde
und 1,49 x 10°DPM/ug DNA bei der pol-Sonde. Es wurden 1 x 10° CPM pro

Milliliter Hybridisierungslosung eingesetzt.

4.1.3 Hybridisierung mit kalter” Sonde

Um zu Uberprifen, ob die Sonden ein Signal bei der Hybridisierung abgeben
und dieses auch detektiert werden kann, wurde unmarkierte, sogenannte
“kalte”, Sonde durch eine PCR-Reaktion hergestellt, auf einem 0,7 %igen
Agarosegel aufgetrennt, auf eine Nylonmembran transferiert und mit der
dazugehdrigen DIG-markierten Sonde Uber Nacht hybridisiert.

Die Detektion der DIG-markierten Sonde erfolgt durch einen polyklonalen
Schaf-Anti-Digoxigenin-Antikdrper, der mit alkalischer Phosphatase gekoppelt
ist. Die alkalische Phosphatase setzt das Substrat CSPD in einer
chemilumineszierenden Reaktion um, deren Lichtsignal an dieser Stelle zu
einer Schwarzung des Rontgenfilms fuhrt. Die Dauer der Exposition auf dem
Rontgenfilm wurde durch den mit zunehmender Zeit aufkommenden

Hintergrund begrenzt.

Abb. 4.1.4 zeigt die Hybridisierung der unmarkierten Kontrollsonde und gag-
Sonde mit der jeweils zugehorigen DIG-markierten Sonde.
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A B
212kb M 1 2 M
-
51kb
35kh — =
20kb =
442bp —>»

Abb. 4.1.4: Hybridisierung der unmarkierten tPA-Sonde (A) und der unmarkierten gag-
Sonde (B) mit der zugehoérigen DIG-markierten Sonde.

Abb. A: M) DIG-Marker II; 1) ~75 ng tPA-Sonde; 2) ~65 ng tPA-Sonde; 3) ~50 ng tPA-
Sonde; 4) ~40 ng tPA-Sonde; 5) ~30 ng tPA-Sonde; 6):~20 ng tPA-Sonde; 7) ~10 ng tPA-
Sonde; 8) ~5 ng tPA-Sonde; M) DIG-Marker I1I.

Abb. B: M) DIG-Marker IIT; 1) unmarkierte gag-Sonde (330 bp); 2) 293-NIH DNA; M) DIG-
Marker II.

Die DIG-markierten Sonden zeigten ein gutes Signal bei der Hybridisierung mit
den unmarkierten Amplifikaten. Damit war nachgewiesen, dass sowohl die
Markierung als auch die Hybridisierung funktionierten und spezifische Signale in
erwarteter Bandenhohe erhalten wurden. Die GrofRe der erwarteten Banden
betrug 442 bp beim Kontrolltemplate und 330 bp bei der gag-Sonde.

Die Detektionsgrenze der DNA-Konzentration eines mit Ethidiumbromid
gefarbten Agarosegels liegt etwa bei 10 ng DNA und die Detektionsgrenze des
DIG-Systems wurde vom Hersteller mit 0,03 pg DNA angegeben. Dieses zeigt,
dass der Southern Blot eine erheblich sensitivere Methode der DNA-Darstellung
ist, wodurch auch Beiprodukte der PCR sichtbar wurden. Durch diese Test-
Hybridisierung war der Nachweis fur die ,Durchfihrbarkeit* des Southern Blots
erbracht. Die verwendeten Puffer und Ldsungen waren in Ordnung, die

Durchfiihrung des Blotvorgangs und der Detektion funktionierte prinzipiell.
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4.1.4 Hybridisierung mit genomischer DNA

Genomische DNA von PK-15 Zellen, PERV/293-Zellen und von uninfizierten
293-NIH Zellen wurde mit EcoRI verdaut, auf einem 0,7 %igen Agarosegel
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. AnschlieBend wurde die
Membran mit der DIG-markierten Sonde der pol-Region und der des tPA-
Kontrolltemplates hybridisiert. Als Negativkontrolle fir die pol-Sonde diente die
DNA der nicht infizierten 293-NIH Zellen. Mit den nicht infizierten 293-NIH
Zellen sollte die tPA-Kontrollsonde hybridisieren und, es sollte ein Fragment
von 1,7 kb detektieren werden (siehe Anleitung Boehringer).

Parallel zu dem oben generierten Blot wurde ein Blot mit radioaktiven Sonden
hergestellt, auf dem die gleichen DNAs aufgetrennt wurden. Der DNA-Transfer
wurde wie in Kapitel 3.8.9 beschrieben durchgefiihrt. Die Hybridisierung erfolgte
Uber Nacht bei 65°C im Hybridisierungsofen. Die Hybridisierungslosung
bestand im Falle des DIG-Blots aus der kommerziellen DIG Easy Hyb-Ldsung
(Boehringer Mannheim), der radioaktive Blot wurde hingegen in selbst
hergestellter, wie in Kapitel 3.3 aufgefuhrter Hybridisierungslosung inkubiert.
Die Membran wurde mit **P-markierten Sonden der pol-Region hybridisiert
(Kapitel 4.1.2).

1 2. SEall

21,2 kb

i 5,1 kb
- 4.2 kb
_ i 3,5 kb

- -
’ 1,9 kb

— 15kb

Abb. 4.1.5: Vergleich der Hybridisierung mit radioaktiv markierter Sonde (A) und mit
DIG-markierter pol-Sonde (B).

Abb. A+B:; 1) uninfizierte 293-NIH DNA (Negativkontrolle); 2) PERV/293 DNA; 3) PK-15
DNA; M) DIG-Marker I11.
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Abb. 4.1.5 zeigt, dass beide Blots das gleiche Bandenmuster lieferten. Man
erhielt in beiden Fallen nur eine diskrete Bande bei 2,2 kb mit der pol-Sonde.
Bei dem mitgelieferten tPA-Kontrolltemplate von Boehringer sollte, je nach
humaner DNA, mindestens eine Bande bei 1,7 kb detektiert werden, wobei
diese auf der uninfizierten humanen 293-NIH DNA nicht detektiert werden
konnte.

Dies liel3 darauf schlieBen, dass nur sehr dominante Banden detektiert wurden,

aber nicht die notwendige Sensitivitat erreicht wurde.

4.1.5. Restriktionsverdau und DNA-Isolierung

Im Schweinegenom werden etwa 50 PERV-Kopien (Patience et al., 1998) und
in den PERV-infizierten 293-NIH Zellen auch mehrere Proviren erwartet
(Czauderna et al, 2000). Da diese aber nicht detektiert werden konnten, wurde
als Grund fur eine nicht optimale Sensitivitdt der Methode eine ungentigend
aufgereinigte DNA vermutet. Als Mal3 fur eine qualitativ gute DNA wurde der
Restriktionsverdau herangezogen. Der Verdau der DNA war vollstandig und fur
die nachfolgenden Schritte geeignet, wenn keine ungeschnittene
hochmolekulare DNA auf dem Agarosegel zu sehen war. Zudem sollten
Ansammlungen repetitiver Sequenzen, deren Verdau in sogenannten
.Satellitenbanden® resultiert, und die abhangig von der verwendeten DNA und

dem verwendeten Enzym auftreten, auf dem Gel zu erkennen sein.

hochmolekularer ——>
Bereich

- - 2,0 kb

=

Satellitenbanden ——> -
o 0,6kb
0,3 kb

Abb. 4.1.6: EcoRI-Verdau von 10 pg humaner DNA mit 10 U/pg DNA.
M) Marker (1 kb-Leiter); 1) ungeschnittene humane Placenta-DNA; 2)+3) humane Placenta-
DNA; M) Marker (100 bp-Leiter).
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Abb. 4.1.6 zeigt einen exemplarischen EcoRI-Verdau von uninfizierter humaner
DNA aus der Placenta (Boehringer). Der Verdau erfolgte bei einer
Enzymkonzentration von 10 U EcoRI/ug DNA, die vom Hersteller
vorgeschlagen wurde, nur unvollstandig. Um auszuschliel3en, dass eine
mangelnde Funktionalitit des Enzyms fir den unvollstandigen Verdau
verantwortlich war, wurde neben dem Verdau genomischer DNA ein
Plasmidverdau als Kontrolle eingesetzt. Dieser zeigte, dass das Enzym in
Ordnung war. In weitergehenden Versuchen wurden verschiedene Enzyme
(BamHI, EcoRlI, Sacl, HindIIl, Nhel) und mehrere Enzymkonzentrationen (20-
80 U/ug DNA) eingesetzt, um eventuelle Unterschiede im Verdau mit diesen
Enzymen zu erfassen und um einen vollstandigen Verdau der genomischen
DNA zu erreichen. Dabei zeigte sich zunachst ein vollstandiger Verdau bei etwa
40 U/ug DNA, der jedoch, abhangig von der verwendeten genomischen DNA,
nicht immer reproduzierbar war. Um zu testen, ob eine ungenigend
aufgereinigte DNA fir den nicht optimalen Restriktionsverdau verantwortlich
war, wurden verschiedene DNA-Isolierungmethoden getestet und miteinander
verglichen.

Die Konzentrationsmessung der DNA erfolgte photometrisch. Das Verhaltnis
Azso2s0 (OD der DNA gegen die OD der Proteine) ist ein Mal3 fur die Reinheit
der DNA in der Probe.

Die durchgefuihrten DNA-Isolierungsmethoden sind vergleichend in folgender

Tabelle aufgefuhrt.

Tab. 4.1: Vergleich der DNA-Isolierungsmethoden

Methode Ausbeute (ug) bei  Ratio (Azsoi280)
~3 x 10’ Zellen

DNAzol 200 1,5-1,7

Qiaquick DNA Isolation Kit 500 1,6-1,7

QlAamp DNA Blood and Tissue Kit 700 1,6-1,75

QIAamp genomic tip 200 1,6

Phenol/Chloroform-Reinigung 1000 1,85-1,9



Ergebnisse 49

Da sich die Phenol/Chloroform-Isolierung als effektivste und sauberste DNA-
Isolierungsmethode herausstellte, wurden alle folgenden DNAs nach dieser

Methode aufgereinigt.

4.1.6 Hybridisierung mit Phenol/Chloroform-gereinigter DNA

Im folgenden wurde eine Hybridisierung mit genomischer DNA durchgefihrt, die
durch BamHI und EcoRV verdaut wurde, um die zuvor verwendeten Enzyme
auch bei der Hybridisierung zu testen. Abb. 4.1.7 zeigt die Hybridisierung der
gag-Sonde mit genomischer DNA von PK-15 Zellen, die zuvor mit ECORV bzw.

mit BamHI geschnitten wurde.

<«— 23 kb
<— 9kb

N— <«— 426 bp

Abb. 4.1.7: Hybridisierung der gag-Sonde mit PK-15 DNA.

M) DIG-Marker II; 1) 10 ug PK-15 DNA EcoRV verdaut; 2) 10 ug PK-15 DNA BamHI

verdaut.
Zur Uberprifung des Bandenmusters wurde zuvor eine Restriktionsanalyse der
Schnittstellen durchgefuhrt und die erwarteten Fragmentlangen ermittelt. Das
Bandenmuster aus Abb. 4.1.7 zeigt bei der PK-15 DNA, die mit EcoRV verdaut
wurde, Banden bei etwa 23 kb und 9 kb. Bei der PK-15 DNA, die durch BamHI
verdaut wurde, zeigt sich eine Bande bei 426 bp, die durch die
Restriktionsanalyse bestatigt werden konnte. Es wurde jedoch erwartet, dass
mehrere Banden zu sehen waren, so dass davon auszugehen war, dass die

Sensitivitat der Methode nicht ausreichte.
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4.1.7 Inkubationszeiten und Fixierung der DNA

Da mehrere Banden bei der Hybridisierung erwartet wurden, aber nur wenige
Banden detektiert wurden, und die Erh6hung der Qualitat der DNA keine
signifikanten Verbesserungen der durch die Hybridisierung erhaltenen Signale
brachte, wurden weitere mogliche Faktoren optimiert.

Eine Moglichkeit bestand in einer ungentgend denaturierten DNA, so dass die
DNA nicht einzelstrdngig auf der Membran vorlag und die Sonde nicht
hybridisierte. Dazu wurden die Inkubationszeiten mit 0,25 M HCI| und
Denaturierungspuffer ausgeweitet, wobei diese nicht zu lange gewahlt werden
durften, um die DNA nicht nachhaltig zu schadigen. Damit sollte erreicht
werden, dass die DNA vollstdndig denaturiert wurde und mit der Sonde
hybridisieren konnte. Die Verlangerung der Denaturierungsschritte wahrend des
Blotvorgangs brachten bei der Detektion keine Veranderungen, so dass davon
ausgegangen werden konnte, dass eine ausreichende Denaturierung zuvor
stattgefunden hatte.

Auch konnte ein DNA-Verlust beim Transfer auf die Membran fur die
mangelnde Qualitat der Hybridisierung verantwortlich sein oder, dass die DNA
aufgrund ungentgender Fixierung von der Membran abgewaschen wurde. Um
dieses auszuschliel3en, wurden zwei Blots parallel hergestellt. Auf der einen
Membran wurde die DNA wie herkébmmlich durch ,auto-cross-linking®
(Stratagene) mit UV-Licht fixiert, auf der anderen Membran wurde sie fir zwei
Stunden bei 80°C in einem Trocknungsofen festgebacken.

Da dieser Versuch auch keinen Unterschied in der Intensitat der detektierten
Signale brachte, wurden die Hybridisierungsbedingungen variiert, um oben

genannten Problemen zu entgegnen.

4.1.8 Hybridisierungsbedingungen und Stringenzwaschungen

Da ein Abwaschen der DNA von der Membran ausgeschlossen werden konnte,

blieben die Hybridisierungsbedingungen oder zu stringente Waschungen als
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weitere mdogliche Probleme der Hybridisierung. Daher wurden die
Waschschritte und Hybridisierungsbedingungen nacheinander variiert.

Es wurden die Puffer fur die Stringenzwaschungen in ihrem Salzgehalt
erniedrigt und die Temperatur, bei der die Stringenzwaschungen stattfanden,
nicht dber 65°C gewahlt. Diese Malinahmen hatten keine verbesserten
Sondensignale zur Folge, sondern erhdhten ausschliel3lich den Hintergrund.
Des Weiteren wurde die Hybridisierungstemperatur zwischen 37°C und 42°C
verandert. Und auch hier zeigte sich keine Verbesserung der Hybridisierung
und der detektierten Signale.

4.1.9 Versetzen der genomischen DNA mit unmarkierter Sonde

Nachdem es durch die vorangegangenen Versuche zu keiner Verbesserung der
detektierten Signale kam, wurden sogenannte “spike-Experimente” mit
unmarkierter Sonde und DNA durchgefuhrt. Dazu wurden drei Ansatze erstellt:

Erstens, die zu transferierende genomische DNA wurde mit unmarkierter tPA-
Kontrollsonde versetzt (“gespiked”) und verdaut, um den Transfer der DNA auf
die Membran und die Funktion der Sonde zu Uberprifen, und dartber hinaus
gleichzeitig im Restriktionsansatz den Verdau der DNA zu kontrollieren.
Zweitens wurde nur genomische DNA verdaut, und drittens wurde als
Positivkontrolle nur unmarkierte Sonde verdaut. Alle Ansétze wurden in einem
Agarosegel aufgetrennt, auf eine Membran transferiert und mit der DIG-

markierten tPA-Sonde hybridisiert.

Abb. 4.1.8: Hybridisierung
der unmarkierten tPA-
Kontrollsonde mit DIG-
markierter tPA-Sonde im
“spike”-Experiment.

M) DIG-Marker I1I;

1) uninfizierte 293-NIH DNA;
2) uninfizierte 293-NIH DNA
versetzt mit unmarkierter tPA-
Kontrollsonde;

3) unmarkierte tPA-
Kontrollsonde.

Alle Ansatze wurden mit
EcoRI geschnitten.
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Das dargestellte Ergebnis zeigt, dass sowohl bei der unmarkierten
Kontrollsonde als auch bei der mit unmarkierter Kontrollsonde versetzten 293-
NIH DNA ein starkes Signal erzielt wurde, jedoch bei der 293-NIH DNA allein
kein Signal auftrat. Durch diesen Versuch lie? sich nachweisen, dass die
unmarkierte tPA-Sonde, im Misch-Ansatz mit der DNA, von der DIG-markierten
tPA-Sonde wiedergefunden und detektiert wurde, wahrend die tPA-Sonde mit
der genomischen DNA nicht hybridisierte. Zudem konnte gezeigt werden, dass
der Verdau der DNA prinzipiell funktioniert hatte, da sich in beiden Spuren ein
gleiches Bandenmuster ergab, und dass der Transfer der DNA bzw. der

unmarkierten Sonde vollstandig und gleichmafig erfolgt war.

4.1.10 Optimierung der Sondenherstellung

Da das Provirus in hoher Kopienzahl im Genom vorliegt, wird durch die
Herstellung der Sonden mittels PCR ein Gemisch an Sonden amplifiziert. Um
dem mdoglichen Problem zu entgegnen, dass dieses Gemisch bei dessen
Hybridisierung mit der genomischen DNA zu einer Ausverdinnung des zu
detektierenden Signals fuhren konnte, wurden die Sonden in einen TOPO-
Kloning Vektor (Invitrogen) kloniert. Damit wurde erzielt, dass nur ein
spezifisches Fragment als Sonde generiert und amplifiziert wurde. Abb. 4.1.9
zeigt den analytischen Restriktionsverdau der Plasmide mit EcoRI, durch den

die Grol3e der Sonden auf einem 1,8 %igen Agarosegel kontrolliert wurde.

Abb. 4.1.9:
Restriktionsverdau der
klonierten Sonden mit
EcoRI.

M) Marker (100 bp-Leiter);

2,0kb 1) verdautes pol-Plasmid (pol-
15kb Sonde 817 pb)

pol-Sonde 2) verdautes env-A-Plasmid
0,6 kb (env-A-Sonde 360 bp);
0.4 kb env-A-Sonde 3) verdautes env-B-Plasmid
0.2 kb env-B-Sonde (env-B-Sonde 263 bp);

4) pol-Plasmid ungeschnitten.
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Die klonierten Sonden wurden einerseits als Positivkontrollen fur die
Hybridisierung und Detektion in unmarkierter Form und andererseits als
Positivkontrollen fur die ,spike“-Experimente genutzt.

Die DIG-Markierung der klonierten Sonden erfolgte einerseits durch die zuvor
beschriebene ,random-labeling“-Methode mit DIG-dUTPs durch eine PCR mit
den insert-spezifischen Primern, andererseits durch eine ,end-labeling“-
Methode mittels des DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kits
(siehe Material und Methoden).

Zuerst wurde ein ,spike“-Experiment mit verdinnten Plasmiden der gag- und
pol-Sonde durchgefuhrt. Dazu wurden 8 ug PK-15 DNA mit EcoRI verdaut. In
drei weiteren Ansatzen wurde die gleiche Menge PK-15 DNA mit Plasmid in
den Konzentrationen von 0,2 pg, 0,5 ug und 1 ug versetzt und verdaut. In

diesen Konzentrationen wurde das Plasmid nochmals ohne PK-15 DNA

verdaut.
293-NIH PK-15 DNA/
| PK-15 P.lasm'd P, lasmid Abb._4._1._10: Vergl_eich der
A M1 |2 3 4 ETETY M Hybridisierung mit der PCR-
E‘ | generierten (A) und
" . klonierten pol-Sonde (B).
Abb. A+B:
. - M) DIG-Marker III;
1) 8 ug uninfizierte 293-NIH
DNA;
2,2 kb . - 2) 8 ug PK-15 DNA;
E— 3) PK-15 DNA versetzt mit 0,2
ug pol-Plasmid;
4) PK-15 DNA versetzt mit 0,5
ug pol-Plasmid;
5) PK-15 DNA versetzt mit 1,0
ug pol-Plasmid;

6) 0,2 pg pol-Plasmid;

7) 0,5 pg pol-Plasmid;

8) 1,0 pg pol-Plasmid;
Proben 1)-8) EcoRI verdaut.
9) 0,5 pg pol-Plasmid EcoRI
ungeschnitten.

Abb. 4.1.10 zeigt, dass die klonierte pol-Sonde ein etwas stérkeres Signal
brachte als die PCR-generierte pol-Sonde. Anhand des verdinnten Plasmids

als Positivkontrolle sollte gezeigt werden, bis zu welcher Plasmid-Konzentration
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die Sonde dieses detektieren konnte. An den deutlichen Signalen zeigte sich,
dass das klonierte Amplifikat durch die daraus generierte Sonde besser
detektiert wurde als es bei der PCR-generierten Sonde der Fall war.
Offensichtlich war jedoch, dass erneut nur die dominante 2,2 kb Bande
detektiert werden konnte, und die Ubrigen schwacheren Banden nicht
erkennbar waren.

Der gleiche Versuch wurde mit der gag-Sonde durchgefiihrt. Bei der gag-Sonde
zeigte sich, dass aul3er dem zugehdrigen Plasmid keine Banden detektiert
werden konnten. Dies zeigte, dass die Sensitivitdt der Sonde nicht optimal war.

4.1.11 Ermittlung der Detektionsgrenze

Der folgende Versuch wurde durchgefiihrt, um die Detektionsgrenze des
Systems anhand der eigens generierten Positivkontrollen zu ermitteln. Dazu
wurde das pol-Plasmid mit EcoRI verdaut und ausgehend von einer
Konzentration von 0,2 ng in 1:1000-Schritten ausverdinnt. Anschliel3end
wurden die Proben auf einem Agarosegel aufgetrennt und auf eine Membran
transferiert. Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht mit der klonierten DIG-
markierten pol-Sonde. Es sollte die niedrigste Kopienzahl ermittelt werden, die
durch die Sonde noch detektiert werden konnte.

Das Ergebnis zeigte, dass 0,2 pg Sonden-DNA, was einer ungefdhren
Kopienzahl von 8,3 x 10 Zielsequenzen entspricht, detektiert werden konnte.
Um eine vergleichbare Basis zur genomischen DNA herzustellen, wurde die
eingesetzte Kopienzahl in der DNA abgeschatzt. Dazu musste ermittelt werden,
wie viele Genome sich in einem ug eingesetzter DNA befinden. Geht man von
einem Schweinegenom mit 3 x 10° bp aus, so enthalten die eingesetzten 8 pg
DNA, wie in Abb. 4.1.10 eingesetzt, 4,82 x 10° Genome. Bei angenommenen
40 proviralen Kopien von PERV pro Genom sollten in einer Probe von 8 ug
DNA 1,9 x 10° Kopien von PERYV vorliegen. Durch das ausverdiinnte Plasmid
wurde gezeigt, dass noch 8,3 x 10* Kopien detektierbar sind. Die nicht

detektierte Kopienzahl liegt somit bei etwa 10* Kopien, was entweder an einem
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uneffizienten DNA-Transfer oder an einer nicht ausreichend sensitiven

Hybridisierung liegen kann.
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4.2. Infektionsversuche

4.2.1. Analyse der fur die In vitro-Infektionsversuche verwendete PERV-
produzierende Zelllinie (PERV-NIH Passage 5)

Um die in dieser Arbeit verwendeten porcinen endogenen Retroviren zu
charakterisieren, wurde zunachst eine Elektronenmikroskopie (EM)-Analyse
durchgefuihrt und die Reverse Transkriptase (RT)-Aktivitdt in zellfreien
Kulturiberstanden von PERV-produzierenden Zelllinien bestimmt. Zudem
wurde der Virustiter aus dem zellfreien Uberstand der PERV-produzierenden
Zelllinien ermittelt. Damit wurde die Virusproduktion der PERV-produzierenden
Zelllinien analysiert.

Es wurde mit einem PERV-Klon, der von 293-NIH Zellen produziert wird, und
uns freundlicherweise von C. Wilson zur Verfigung gestellt wurde, gearbeitet
(PERV-NIH Passage 3) (Wilson et al., 1998, 2000). Dieses Virus stellt eine
Rekombination von PERV-A und PERV-C dar, die bei der Infektion
menschlicher 293-NIH Zellen mit PERV, welche von Mitogen-stimulierten
PBMCs des Schweins freigesetzt wurden, entstanden ist. Die serielle
Passagierung von PERV-NIH Passage 3 fuhrte letztlich zu PERV-NIH Passage
5. Mit dieser Passage wurden die folgenden Infektionsversuche durchgefihrt.

In Kapitel 3.5.2 sind alle PERV-produzierenden Zellen in einer Tabelle

aufgefuhrt. Die Abb. 4.2.1 zeigt das Schema der Passagierung.

r 293-NIH Zellen Schweine-PBMCs

PERV-NIH Passage 3 PERV-NIH Passage 4 PERV-NIH Passage 5

Abb. 4.2.1: Schematische Darstellung der Generierung von PERV-NIH Passage 3 mit
Virus aus Mitogen-stimulierten PBMC und deren serielle Passagierung zu PERV-NIH
Passage 5.
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4.2.2 EM-Aufnahmen von PERV-produzierenden Zelllinien

Durch  die  elektronenmikroskopischen ~ Aufnahmen  konnten  erste
Einschatzungen dber den Grad der Virusproduktion bzw. Virusfreisetzung

erlangt werden.

Abb. 4.2.2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von PERV-produzierenden Zelllinien.
In Abb. A: ist die PERV-produzierende porcine Nierenzelle PK-15, in Abb. B: ist die PERV-
produzierende humane Nierenzelle (PERV/293) dargestellt. Die Abbildungen A und B sind in
der gleichen VergréRerung dargestellt. Der Balken entspricht 200 nm. Die Aufnahmen wurden
freundlicherweise von Dr. K. Boller (PEI) zur Verfigung gestellt.

Die Abb. 4.2.2 zeigt porcine endogene Retroviren, die von PK-15 bzw.
PERV/293-Zellen freigesetzt wurden. Die in Abb. 4.2.2 A dargestellte porcine
Nierenzelle zeichnet sich durch eine deutlich geringere Virusfreisetzung als die
in Abb 4.2.2 B dargestellte humane Nierenzelllinie aus. Dieser Unterschied ist
reprasentativ flr die gesamte Zellpopulation und wurde mit anderen Methoden
bestéatigt.

Die Morphologie der Viren von beiden Zelllinien zeigt keine Unterschiede.
Weiterhin ist zu erkennen, dass es sich bei dem freigesetzten Virus um intakte

Viruspartikel handelt.
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4.2.3 RT-Aktivitaten von PERV-produzierenden Zelllinien

Das Enzym Reverse Transkriptase ist im Viruskapsid lokalisiert. Durch eine RT-
Aktivitatsmessung aus zellfreien Kulturiberstdnden, die fir C-Typ Viren
spezifisch ist, kénnen Rickschlisse auf die Virusproduktion der PERV-
produzierenden Zelllinien gezogen werden. Dabei muss allerdings
berticksichtigt werden, dass keine Aussagen uber den Anteil von infektiGsen,
intakten oder defekten Viren getroffen werden kann, da die RT auch in defekten

Viren, z.B. Gag-Partikeln vorkommen kann.
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Abb. 4.2.3: Durchschnittliche RT-Aktivitdaten von zellfreien Kulturiiberstinden
PERV-produzierender Zelllinien (PK-15, PERV/293, PERV-NIH Passage 5). (3
unabhangige Versuche & 8-fach-Bestimmung).

Aus Abb. 4.2.3 ist erkennbar, dass die RT-Aktivitaten von PERV in
Kulturiiberstadnden von PK-15 Zellen mit ca. 80 mU/ml am niedrigsten sind. Die
RT-Aktivitaten von PERV/293 aus Uberstanden von 293 Zellen zeigen mit ca.
200 mU/ml, wie bereits in den EM-Aufnahmen zu sehen war, eine hohere
Virusproduktion als PK-15 Zellen. Die hdchste RT-Aktivitaten konnte jedoch bei
der PERV-NIH Passage 5 produzierenden Zelllinie, die in den EM-Aufnahmen
nicht dargestellt war, mit ca. 500 mU/ml gemessen werden.

Periphere mononukledre Zellen (PBMC) des Schweins produzieren nach
Mitogen-Stimulierung PERV mit einer RT-Aktivitdt von etwa 5 mU/ml (nicht
dargestellt). Dies zeigt, dass die Virusproduktion in PK-15 Zellen bereits viel
hoher liegt als bei diesen Zellen des Schweins. Betrachtet man nun die

Virusproduktion, die von PERV-infizierten humanen Zellen ausgeht, so erkennt
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man, dass dieser Wert etwa 4 mal hoher liegt als bei PK-15 Zellen. Die RT-
Aktivitat von PERV-NIH Passage 5 liegt bei ca. 500 mU/ml. Dieser Wert hat
sich im Vergleich zu PERV/293-Zellen verdoppelt und im Vergleich zu den
Zellen im urspringlichen Wirt hat sich der RT-Wert sogar verhundertfacht.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Virusfreisetzung der
verschiedenen PERVs in den untersuchten Zelllinien unterschiedlich hoch ist,
nach jeder Passagierung des Virus steigt und, dass die Zellen der PERV-NIH
Passage 5 zum jetzigen Zeitpunkt die Zellen mit der hdchsten Virusfreisetzung
sind.

4.2.4 Titer der Viren von verschiedenen PERV-produzierenden Zelllinien

Um die Menge der infektiésen Viren im Zellkulturtiberstand festzustellen, wurde
eine Titration der PERVs mittels IPA durchgefuhrt. In Abb. 4.2.4 sind die
Virustiter von zellfreien Kulturiberstanden PERV-produzierender Zelllinien

dargestellt.
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Abb. 4.2.4: Virustiter von =zellfreien Kulturiiberstanden PERV-produzierender
Zelllinien. n =5

Aus Abb. 4.2.4 ist ersichtlich, dass der Virustiter von PERV/293-Zellen im
Vergleich zu PK-15 Zellen finfmal hoher liegt, und, dass der Titer der 5.
Passage von PERV-NIH bereits dreil3ig mal hoher liegt als der von PERV/293.

Damit wird deutlich, dass sich das Virus im humanen System offenbar besser
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und ofter repliziert und im Laufe der Passagierung infektibser wird, als es im

urspringlichen Wirt, dem Schwein, der Fall war.

4.2.5 In vitro-Infektionsversuche mit PERV

Ziel dieser Versuche war es, die Infizierbarkeit von verschiedenen humanen
Zellen in vitro zu testen, um eine Risikoevaluierung fur den Menschen
durchfiihren zu kénnen. Zu diesem Zweck wurden eine humane Milzzelllinie
und humane primare Endothelzellen der Aorta, der Pulmonararterie sowie
humane Herzmuskelzellen verwendet.

Die humane Milzzelllinie wurde deshalb ausgewéhlt, weil die Milz ein wichtiges
Organ des Immunsystems darstellt und in hohem Mal3e Immunzellen enthalt.
Wenn man die Verwandtschaft von PERV zu anderen C-Typ Retroviren
betrachtet, wo Immunzellen eine hohe Suszeptibilitat besitzen, konnten
lymphoide Zellen potentiell sehr suszeptible Zielzellen darstellen.

Die weiteren Infektionsversuche wurden an primaren Zellen durchgefihrt, da
diese gegeniber Zelllinien den Vorteil besitzen, keine Veréanderungen im
Genom aufzuweisen, wie sie z.B. durch Immortalisierung entstehen kdnnen,
und ein breiteres Spektrum von Zielzellen darstellen. Diese in vitro-Versuche
spiegeln deshalb besser die Situation im Mensch wider und sind
aussagekraftiger fur die Beurteilung der Situation in vivo im Vergleich zu
Zelllinien.

Als Positiv-Kontrolle fir die Infektionsstudien wurden 293-NIH Zellen mit PERV-
NIH Passage 5 und PERV/293 infiziert. Als Negativ-Kontrolle wurden
uninfizierte 293-NIH Zellen verwendet sowie parallel alle humanen Zellen, die
ohne PERV-Zugabe kultiviert wurden.

Zur Detektion der PERV-Infektion wurde der RT-Aktivitats-Test fur C-Typ Viren,
der eine produktive Infektion nachweist, und eine PCR, die mit PERV-
spezifischen Primern aus der gag-, pol- und env-Region provirale DNA im
Genom der Zellen nachweist, eingesetzt. Die Ergebnisse der
Infektionsversuche sind in Tab. 4.2 dargestellt.
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Tab. 4.2: Ergebnisse der Infektionsversuche. Der Versuchszeitraum betrug 14 Tage bei der
humanen Milzzelllinie sowie den 293-NIH Zellen und 10 Tage bei den primaren Endothel- und
Muskelzellen. Die dargestellten Ergebnisse wurden jeweils am letzten Tag des Versuches
erhoben. Die Negativ-Kontrollen, bei denen keine Virusinfektion nachgewiesen werden konnte,
sind nicht aufgefiihrt. Als Infektions-Enhancer wurde Polybrene (8 ug/ml) verwendet.

Detektion von PERV

Spezies Zellen Gewebe DNA-PCR RT-Test RT-PCR IPA
human WIL2.NS.6TG/ Milz + + + +
PERV-NIHP. 5
human primar/ Herzmuskel + - - n.t.
PERV-NIHP. 5
human primar/ Pulmonararterien- + + + n.t.

PERV-NIH P. 5 Endothelzellen

human primar/ Arterien- + + + n.t.
PERV-NIHP. 5 Endothelzellen

n.t.: nicht getestet

Positiv-Kontrollen:

human  293-NIH/ Niere + + + +
PERV/293

human  293-NIH/ Niere + + + +
PERV-NIH P. 5

Negativ-Kontrolle:

human 293-NIH/kein Niere - - - -

Aus Tab. 4.2. ist zu entnehmen, dass die humane Milzzelllinie und die humanen
Endothelzellen der Aorta und der Pulmonararterie produktiv infiziert werden
konnten. Bei den humanen Herzmuskelzellen konnte provirale DNA , aber keine
RT-Aktivitat nachgewiesen werden. Bei der Positiv-Kontrolle konnte immer eine
PERV-Infektion beobachtet werden. Die Negativ-Kontrolle zeigte keine PERV-

Infektion.
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Im folgenden soll genauer auf die Infektionsergebnisse eingegangen werden.
Abb. 4.2.5 zeigt die RT-Aktivitaiten im Uberstand der infizierten humanen
Zelllinie  WIL2.NS.6TG, der primaren Endothelzellen der Aorta, der

Pulmonararterie sowie der Herzmuskelzellen.
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Abb. 4.2.5: Vergleich der RT-Aktivitdaten der infizierten humanen Zellen. WIL2.NS.6TG)
humane Milzzelllinie; HEAC) humane Endothelzellen der Aorta; HPEAC) humane
Endothelzellen der Pulmonararterie. n = 1, Dreifachbestimmung.

Die RT-Aktivitat ist ein Mal3 fur die Virusfreisetzung einer infizierten Zelle bzw.
einer Zellpopulation.

Abb. 4.2.5 zeigt, dass die humanen priméaren Endothelzellen der Aorta und der
Pulmonararterie sowie die humane Milzzelllinie produktiv mit PERV infiziert
werden konnten. Der Werte der RT-Aktivitat fur die Endothelzellen der Aorta
und der Pulmonararterie liegen bei 8 mU/ml bzw. 6 mU/ml, die der Milzzelllinie
bei 10 mU/ml.
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Parallel zur Messung der RT-Aktivitditen wurde die Provirusintegration in den
infizierten Zellen untersucht (Abb.4.2.6).

A —
M 1 2345 6 7ERRCEIN
1,0 kb
0,6 kb
0.1 kb
B 1 2 3.-4.5 6 7 8 95

2,0 kb

-

1,0 kb

Abb. 4.2.6: Nachweis der proviralen DNA in den mit PERV infizierten humanen
primaren Zellen. Der Nachweis erfolgte durch eine PCR mit PERV-spezifischen
Primern, die in der gag-, pol- und env-A Region binden. Die Amplifikate von 330 bp-
Lange, 817 bp-Lange und 240 bp-Lange wurden in der Gelelektrophorese dargestellt.

Abb. A: humane Endothelzellen der
Aorta und der Pulmonararterie
(HEAC, HPEAC).

M) Marker (100 bp Leiter);

1) HEAC uninfiziert/gag;

2) HEAC infiziert/gag;

3) HEAC unfiziert/env-A.

4) HEAC infiziert/env-A;

5) HEAC uninfiziert/pol;

6) HEAC infiziert/pol.

7) HPEAC uninfiziert/gag;

8) HPEAC infiziert/gag;

9) HPEAC unfiziert/env-A;

10) HPEAC infiziert/env-A;

11) HPEAC uninfiziert/pol;

Abb. B: humane Herzmuskelzellen
(HCASMCQC).

1) HCASMC uninfiziert/gag;
2) HCASMC infiziert/gag;

3) HCASMC uninfiziert/env-A,
4) HCASMC infiziert/env-A;
5) HCASMC uninfiziert/pol;

6) HCASMC infiziert/pol;

7) PERV/293/gag;

8) PERV/293/env-A.

9) PERV/293/pol.

In Abb. 4.2.6 ist zu sehen, dass nach der Infektion bei allen humanen primaren
Zellen (HEAC, HPEAC, HCASMC) provirale DNA durch die PCR nachgewiesen

werden konnte. Durch die PERV-spezifischen Primer der gag-, pol-, und env-A-
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Region wurden in der PCR Amplifikate spezifischer GroRe erhalten. Damit
wurde erstmals die Infektion von humanen Muskelzellen (Herzmuskelzellen)
gezeigt. Der Nachweis der Provirusintegration der humanen Milzzelllinie ist in

folgender Abbildung dargestellt.

Abb. 4.2.7: Nachweis

der proviralen DNA
durch PCR bei

1223 4 5 6 ¢ 6 WIL2.NS.6TG.

M) Marker (100 bp

Leiter);

1) 293-NIH

uninfiziert/gag;

2) PERV/293

infiziert/gag;

3) WIL2.NS.6TG

uninfiziert/gag;

4) WIL2.NS.6TG

infiziert/gag;

5) 293-NIH uninfiziert/pol;

6) PERV/293 infiziert/pol;

7) WIL2.NS.6TG

uninfiziert/pol;

8) WIL2.NS.6TG

infiziert/pol.

2,0kb
1,0kb

0,6 kb

0,4 kb

0,2 kb

Bei der infizierten humanen Suspensionszelllinie WIL2.NS.6TG konnten mit den
PERV-spezifischen Primern Amplifikate der gag- und pol-Region durch die PCR
gewonnen werden. Die Amplifikate der gag-Region weisen eine Grof3e von 280
bp, die der pol-Region eine Gréf3e von 817 bp auf. Als Positivkontrolle wurde
DNA von PERV/293-Zellen eingesetzt.

Zusammenfassend kann man sagen, dass alle getesteten primaren humanen
Zellen und die humane Milzzelllinie mit PERV infiziert werden konnten und dass
bei allen Zellen aul3er den Herzmuskelzellen geringe RT-Aktivitdten gemessen
werden konnten. Damit wurden erstmals Herzmuskelzellen mit PERYV infiziert,
und es wurde deutlich gemacht, dass PERV humane Zellen des
Immunsystems, in diesem Falle der Milz, sowie andere Zelltypen, wie z.B.

Endothelzellen der Aorta und der Pulmonararterie, infizieren kann.
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5. Diskussion
Southern Blot-Methode

Ziel der Arbeit war es, zum Nachweis der PERV-Integration im Genom verschiedener
Schweinerassen und in infizierten humanen Zellen die Southern Blot-Methode zu
etablieren. Dazu wurden nicht-radioaktive Sonden mittels Digoxigenin sowie
radioaktiv-markierte Sonden mittels **P aus dem gag- und pol-Bereich hergestellt.
Die Kontrollhybridisierungen waren erfolgreich; mit den gewonnen Sonden konnte
auf genomischer DNA jedoch nur eine Bande bei 2,2 kb detektiert werden. Weitere
Verbesserungen der Methodik sind notwendig, um eine ausreichende Sensitivitat
und eine hdhere Effizienz des DNA-Transfers zu erreichen.

Seit der Einfuhrung der Southern Blot-Methode durch E.M. Southern 1974 wurden
diverse Modifikationen bei der Durchfihrung dieser Methode vorgenommen
(Southern, 1974). Um Gesundheitsrisiken zu minimieren, wurde die urspringlich
radioaktive Generierung der Sonden in eine nicht-radioaktive Herstellung z.B. mittels
Digoxigenin umgestellt (Kessler et al., 1990; An et al., 1992). Die Tatsache, dass es
sich bei PERV um ein Schwarmvirus mit etwa 50 Proviruskopien pro Zellgenom
(Takeuchi et al., 1998; Suzuka et al., 1986) handelt und es daher nicht um die
Detektion eines ,single copy“-Gens geht, liel3 erwarten, dass das abgegebene Signal
der Sonden stérker ausfallen misste, als das der Detektion eines einzelnen Gens im
Genom. Aus diesem Grund wurde fir diese Diplomarbeit die nicht-radioaktive
Methode mittels Digoxigenin gewdhlt, die aber auch die Detektion eines ,single
copy“-Gens ermoglichen sollte.

Die erfolgreiche Sondenmarkierung konnte Uber das veranderte Laufverhalten der
generierten Amplifikate im Agarosegel kontrolliert werden. Die Funktionalitat der
generierten Sonden wurde anschlieRend durch die Test-Hybridisierungen mit der
jeweils unmarkierten Sonde bestatigt.

Bei der Hybridisierung der genomischen DNA parallel zur Hybridisierung von
unmarkierten, sogenannten kalten Sonden bzw. PCR-Ansatzen zeigte sich stets bei
der genomischen DNA nur eine detektierbare Bande bei 2,2 kb. Diese war bereits als
sehr dominante Bande in der Literatur beschrieben worden (Akiyoshi et al., 1998;
Czauderna et al., 2000). Hingegen trat bei der Hybridisierung mit den unmarkierten

Sonden stets ein starkes Signal auf, was eine prinzipiell richtige Durchfihrung der
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Methode bestatigte. Alle anderen in der Literatur beschriebenen Banden bei
genomischer DNA konnten nicht detektiert werden, was auf eine mangelnde
Sensitivitat der Methode hinwies.

Einer der Faktoren hatte eine ungeniigende Qualitdt der DNA sein kdnnen, da auch
deren Verdau zunachst unvollstdndig erfolgte. Um den ersten Verdacht zu
widerlegen, dass die Restriktionsstellen durch Methylierungen fir das Enzym
unzuganglich gemacht sind, wurden neben EcoRI andere Restriktionsenzyme
verwendet. Die Verwendung der zusatzlichen Enzyme zeigte, dass die DNA durch
diese nicht besser verdaut wurde. Daher wurden verschiedene DNA-
Isolierungsmethoden getestet, um die moglicherweise ungenigende Qualitat der
DNA zu optimieren und einen eventuell vorhandenen Inhibitor zu entfernen. Die nach
der Phenol/Chloroform-Methode aufgereinigte DNA zeigte anschlieBend einen
vollstdndigen Verdau der verwendeten DNAs und wurde fir die folgenden DNA-
Isolierungen angewandt.

Da auch dies zu keiner Verbesserung der detektierten Signale flihrte, wurden
verschiedene Kontroll-Experimente durchgefihrt. Zum einen wurden die
Bedingungen des DNA-Transfers variiert, um einen ungeniigenden Transfer der DNA
auf die Membran oder deren unvollstdndige Denaturierung wahrend des Transfer-
Vorgangs auszuschlielRen. Zudem wurden zwei verschiedene Methoden ausprobiert,
um die DNA an der Membran zu fixieren und ein eventuelles Abwaschen dieser zu
verhindern. Es wurden durch diese Veranderungen Kkeine signifikanten
Verbesserungen bei der Detektion erreicht. Anschlielend wurden verschiedene
Hybridisierungsbedingungen variiert, wie z.B. die Hybridisierungstemperatur und die
Stringenz der Waschungen. Die Verringerung der Hybridisierungstemperatur fuhrte
ausschlief3lich zu einer Erhéhung des Hintergrundes auf dem entwickelten Film.

Um auszuschlie3en, dass die Transfer-Methode nicht optimal war, wurde parallel
zum Vakuum-Blot ein Kapillar-Blot durchgefihrt, auf dem die Signale jedoch nicht
intensiver waren und auch nur eine Bande detektiert wurde.

Weiterhin hatte die Herstellung der Sonden mittels PCR aus genomischer DNA die
Sensitivitat des Systems negativ beeinflussen kdnnen. Durch mégliche Unterschiede
in den Sequenzen der etwa 50 Proviren konnte in der PCR ein Sondengemisch
hergestellt werden. Als Folge davon wirde bei Hybridisierung mit diesem
Sondengemisch das auf genomischer DNA zu detektierende Signal abgeschwacht.

Um eine einheitliche Sonde zu generieren, wurde das entsprechende PCR-Produkt
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kloniert und sequenziert. Es zeigte sich, dass durch diese Sonden auch nur die 2,2
kb Bande detektiert werden konnte, die Sondengenerierung also keinen
entscheidenden Vorteil brachte.

Ein Grund konnte sein, dass der DNA-Transfer doch nicht im vollstandigem Mal3e
erfolgte, wie angenommen wurde, d.h. die Blotting-Effizienz trotz allem zu gering war.
Durch Austitrieren der gewonnenen Plasmide mit der einklonierten Sondensequenz
konnte fur den Blotvorgang eine bekannte Anzahl von Zielsequenzen als
Positivkontrolle eingesetzt werden. Dadurch wurde ermittelt, dass noch 8,3 x 10*
Kopien, vorliegend als geschnittene Plasmid-DNA, durch das DIG-System detektiert
werden konnten. Ausgehend von einer angenommenen PERV-Kopienzahl von 40
Kopien pro Genom, sollte in 8 pg DNA eine PERV-Kopienzahl von 2 x 10® enthalten
sein. Da die detektierte Kopienzahl durch das Plasmid jedoch nur bei 8,3 x 10* liegt.
Die Diskrepanz zwischen der eingesetzten und der detektierten Kopienzahl kann
entweder durch eine unzureichende Blotting-Effizienz oder durch eine unzureichende

Sensitivitat erklart werden.

Folgende Experimente und Veranderungen konnten durchgefiihrt werden, um die
Probleme, die sich aus der Hybridisierung ergaben, zu beheben.

Zum einen koénnte ein weiterer ,spike“-Versuch mit ausverdinntem Plasmid in
genomischer DNA stattfinden, um anhand der detektierten Plasmidmenge einen
eventuellen Verlust von DNA wahrend des Transfer zu ermitteln. Zum anderen
konnten eine andere Variante der Sondenherstellung gewahlt werden, die
Generierung aus isolierter mMRNA. Dazu misste zunachst mRNA isoliert und in cDNA
umgeschrieben werden. Diese konnte durch Klonierung in einen Vektor und
Amplifikation mit spezifischen Primern als Hybridisierungssonde verwandt werden
(Akiyoshi et al. 1998; Czauderna et al., 2000).
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Infizierbarkeit von humanen Zellen

Aus friheren Untersuchungen, die teils in unserer, teils in anderen Gruppen
durchgefiihrt wurden, ging hervor, dass in vitro ein breites Spektrum von humanen

Zelltypen infiziert werden konnten. Tab. 5.1 zeigt eine Ubersicht tiber diese Zellen.

Tab. 5.1:
Referenz Infizierte Zellen Ursprungsgewebe
Takeuchi et al., 1998 293 Niere
TE671 Medullablastom
HelLa Cervixkarzinom
Patience et al., 1997 293 Niere
Wilson et al., 1998 293 Niere
HelLa Cervixkarzinom
HT1080 Fibrosarkom
HOS Osteosarkom
HepG2 Hepatoblastom
Martin et al., 2000 huvec Vena umbilicalis
hvec Vena saphena magna
hvfb Vaskulare Fibroblasten
Denner, 1999 PBMC PBMC
Specke et al., 2001 WIL2.NS.6TG Milz
HPEAC Pulmonararterie
HEAC Aorta
HCASMC Herzmuskel

Die Infektionsversuche, die in dieser Arbeit durchgefihrt wurden, zeigen, dass neben
humanen Milzzellen, Endothelzellen der Aorta und der Pulmonararterie auch
erstmals Herzmuskelzellen mit PERV infiziert werden konnten. Der Umstand, dass
so viele Zelltypen infiziert werden konnen, stellt ein bedeutendes Problem fiur die
Xenotransplantation dar, da die sich daraus ergebenden Risiken fir den Menschen
nicht abzuschétzen sind.

Betrachtet man die RT-Aktivitat der Uberstande von PERV-produzierenden Zelllinien,
so kann man erkennen, dass die Werte bei den urspriinglichen Wirtszellen niedriger

sind als bei den infizierten immortalisierten humanenZelllinien.
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Hiermit wird deutlich, dass Viren, die im Schwein mdglicherweise apathogen sind, in
humanen Zellen starker exprimiert werden kdnnen. Vergleicht man die RT-Aktivitat
der Uberstande der in dieser Arbeit infizierten primaren Zellen mit den Uberstanden
der PERV-produzierenden Zelllinien so sind diese um etwa 95 % geringer. Dies
konnte damit begrindet werden, dass die Zellen nur einen begrenzten
Proliferationszyklus durchlaufen bis sie schlie3lich absterben. Da die Proliferation
von Zellen eine wichtige Voraussetzung fur die Integration der Retroviren (mit
Ausnahme der Lentiviren) in das Genom der Zellen ist, konnte die Zahl der
freigesetzten Viruspartikel und somit der RT-Wert von der Wachstumsrate der Zellen
abhangen.

Es kdnnte moglicherweise bei einer hheren Anzahl an infektiésen Viren im Inokulat,
durch eine hohere Stimulierung der Zellen oder durch andere Mitogene eine
produktivere Infektion erreicht werden. Eine Ursache fir die bessere Infektion der
293-NIH Zellen wéare, dass die verwendeten Viren aus PERV-produzierenden 293-
NIH Zellen stammen und daher bereits an 293-NIH Zellen adaptiert waren und so
auch in einer geringen Anzahl eine Infektion auslosen konnten. Da aber auch PERV
von PK-15 Zellen humane Zellen direkt infizieren kann, scheint eine Pra-Adaptation

von PERV an humane Zellen grundsétzlich nicht notwendig.

Implikationen der Ergebnisse fur die Xenotransplantation

Es ist noch einmal zu betonen, dass die oben aufgefuhrten Infektionsdaten alle aus
In vitro-Versuchen stammen und eine direkte Ubertragung dieser Ergebnisse auf die
In vivo-Situation so nicht mdglich ist. Im In vitro-System kann weder der Einflul3 des
Immunsystems mit seinen Komplementfaktoren und den Immunzellen, noch die
Wirkung von Immunsuppressiva auf die Infizierbarkeit von Zellen durch PERV
untersucht werden. Ob durch die Ubertragung eine Gefahr fir den Empfanger und
andere Personen besteht, ist abhangig davon, ob das Virus exprimiert wird und den
Organempfanger infizieren kann, ob es in dessen Koérper zu einer produktiven
Infektion kommt und ob die Viren auf Dritte Ubertragen werden kénnen. Des Weiteren
muss ergrindet werden, ob das Virus fur den Menschen pathogen ist. Zur
Abschatzung der infektiosen Eigenschaften von PERV sind Untersuchungen an
einem geeigneten Tiermodell nétig. Durch Vorversuche mit Kulturen primarer Zellen

konnen Aussagen Uber die Tauglichkeit einer bestimmten Spezies als Modellsystem
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gemacht werden. Eine Infektion von Zellen einer Spezies in vitro bedeutet jedoch
nicht, dass diese Spezies auch in vivo infiziert werden kann. Ebenso ist es bei
negativen Ergebnissen in vitro moglich, dass die Spezies in vivo infizierbar ist.

Eine abschlieende Bewertung der Infektidsitat, Pathogenitat bzw. Kanzerogenitat
von PERV kann nur nach Durchfiihrung von In vivo-Modellen, in denen eine Situation
geschaffen wird, wie sie in einem Transplantatrezipienten auftritt, erfolgen.

Zum jetzigen Zeitpunkt kann fur die Xenotransplantation das Risiko einer
Transspezies-Ubertragung von PERV mit der Bildung von Tumoren bzw. einer
Immundeffizienz und der Verbreitung dieser Viren in der Bevdlkerung noch nicht

eingeschatzt werden.
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6. Zusammenfassung

Zum  Nachweis der PERV-Integration im Genom verschiedener
Schweinestamme und in infizierten humanen Zellen sollte die Southern Blot-
Methode etabliert werden. Dazu wurden Sonden aus dem gag- und pol -Bereich
generiert. Die Markierung dieser Sonden erfolgte zum einen nicht-radioaktiv mit
Digoxigenin, zum anderen durch radioaktive Markierung mittels *?P. Test-
Hybridisierungen mit kalten Sonden waren erfolgreich. Bei
Hybridisierungsversuchen mit genomischer DNA aus PERV-produzierenden
Schweinenierenzellen (PK-15) und PERV-infizierten humanen 293-Nierenzellen
wurden nur wenige Banden detektiert. Da etwa 50 Proviren im Schweinegenom
und mehrere Proviren in den verwendeten PERV-infizierten humanen Zellen
vorkommen (Akiyoshi et al., 1998; Czauderna, 2000) und diese durch eine
hohere Anzahl von Banden auf dem Blot erkennbar sein mussten, muf3 eine
Verbesserung der Sensitivitat der Methode erfolgen.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden In vitro-Infektionsversuche mit menschlichen
Zellen durchgefuhrt, um potentielle Zielzellen zu erkennen wund zu
charakterisieren. Neben der menschlichen Nierenzelllinie (Takeuchi et al.,
1998) konnten auch bereits primare PBMC des Menschen (Denner, 1999;
Wilson et al., 2000) und primare vaskulare Endothelzellen (Martin et al., 2000)
mit PERYV infiziert werden.

In dieser Diplomarbeit konnten humane Milzzellen, Endothelzellen der Aorta
und der Pulmonararterie produktiv mit PERV infiziert werden. Dartber hinaus
erfolgte in dieser Arbeit erstmals die Infektion von Herzmuskelzellen mit PERV.
Die Infektion von Muskelzellen ist bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
beschrieben worden. Es konnte somit ein breites Spektrum von humanen
Zellen sowie von Zellen anderer Spezies einschlief3lich nicht-humaner Primaten
(Blusch et al., 2000; Specke, 2001) mit PERV infiziert werden. Die Expression
in  verschiedenen Zelltypen und verschiedenen Spezies st dabei
unterschiedlich.

Weitere Infektionsstudien und die Entwicklung eines Tiermodells sind
notwendig, um abzuschatzen, ob es zu einer Infektion und Gefahrdung des
Rezipienten durch Tumoren und / oder Immundefizienzen kommt und ob dabei

eine Verbreitung der Viren auf Dritte moglich ist.
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Map of pCR®2.1-TOPO

pCR®2.1-TOPO

Map

The map below shows the features of pCR*2.1-TOPO and the sequence surrounding the

TOPO-Cloning™ site. Restriction sites are labeled to indicate the actual cleavage site. The
start of transcription for T7 polymerase is indicated by the arrow. For the full sequence of
the vector, you may download it from our Web site or call Technical Service (page 12).
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Comments for pCR®2.l-TOPO
3908 nucleotides

LacZa fragment: bases 1-571
M 13 reverse priming site: bases 205-221
Multiple cloning site: bases 234-357

T7 promoter/priming site: bases 364-383
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